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Abstrakt

Expression von Hitzeschockproteinen in der BAL (Brachoalveolarlavage) unter Radiatio

und Chemotherapie bei Patienten mit Bronchialkarzirom

Einleitung: Hitzeschockproteine (HSP) sind kleine Proteine uniterschiedlichem Molekulargewicht,

die in den gestressten Zellen vermehrt exprimiegtden. Ihnen werden unterschiedliche Funktionen
zugesprochen, sowohl der Protektion und Immunsttian als auch der anti-apoptischen Wirkung in
den entarteten Zellen. Sowohl nach Strahlentherafgeauch nach systemischer Chemotherapie, ist ein
erhohte Expression von Hitzeschockproteinen auchdén Lunge beobachtet worden. Durch das
Expressionsverhalten in der BAL der HSP 32, HSPHER 62, HSP 70 und HSP 90 soll die Funktion

dieser Proteine naher geklart werden.

Methodik: Mittels FITC (Fluorscein isothiocyanate) konjuger Antikdrper gegen HSP soll die
Expression in der BAL von Patienten mit fortgesttbmem Bronchialkarzinom durchflusszytometrisch
untersucht werden. Insgesamt wurden 95 Lavagepraimersucht, die vor, unter oder nach einer
zytoreduktiven Therapie standen, wobei 30 Probdaru@hemotherapie (CT) und 22 Proben unter oder
nach Radio- und/oder Chemotherapie (RCT) gewonnaxen. 43 Proben stammten von Patienten, die
zum Teil lungenreseziert waren und sich in kompidRemission (CR) befanden. Die Messungen wurden

zwischen allen Gruppen verglichen und statistisgawertet.

Ergebnisse:Es konnten 74% der HSP 32-, 99% der HSP 42-, 98P 60-, 99% der HSP 70- und
100% der HSP 90-Proben durchflusszytometrisch aufgitet werden. In der BAL von allen
Tumorpatienten konnte eine erhdhte Expression viteesthockproteinen gefunden werden. Die MCP-
Mittelwerte (Mean peak channel of fluorescencensity) fir alle Gruppen betrugen: HSP 32 (54 MCP),
HSP 47 (65 MCP), HSP 60 (61 MCP), HSP 70 (55 MCRJ #iSP 90 (88 MCP). Es zeigte sich
tendentiell eine héhere Expression von HSP 90ein @hemotherapie-Gruppe. Es konnten lediglich
qualitative aber keine quantitative Unterschiededem Expressionsverhalten der HSP festgestellt

werden.

Schlussfolgerung:Insgesamt weisen die vorliegenden Ergebnisse aucker BAL von Patienten mit
Brochialkarzinom auf eine Expression der Hitzes&poateine hin. Durchflusszytometrisch liel3 sichrabe
kein gerichteter Zusammenhang zwischen der HSPdsgmm in unserem Patientenkollektiv
nachweisen. Diese Arbeit zeigt das BAL unter défezierten Bedingungen, obwohl weniger sensitiv,
genauso wie Serum und andere Materialien zur Unthesrg von Hitzeschockproteinen genutzt werden

kann.Weitere vergleichende Untersuchungen mittels PGR bdmunshistochemie waren hilfreich.



Abstract

Expression of heat shock proteins in the BAL (bronigoalveolar lavage) under radiotherapy
and chemotherapy in patients with lung cancer

Introduction : Heat shock proteins (HSP) are small proteins witferent molecular weights,
which are upregulated in the stressed cells. Tlaeg ldifferent functions, both the protection and
immune stimulation as well as the anti-apoptotiteat in the degenerated cells. After radiation
therapy and systemic chemotherapy, an increaseeéssipn of heat shock proteins has also been
observed in the lung. By the expression behavidghénBAL of HSP 32, HSP 47, HSP 62, HSP
70 and HSP 90, the function of these proteins etéurther clarified.

Methods: Based FITC (Fluorscein isothiocyanate) conjugadetibodies against HSP is the
expression in the BAL of patients with advancedglwancer examined by flow cytometry. 95
lavage were studied, which were before, under ter atytoreductive therapy, wherein 30
samples were obtained under chemotherapy (CT) @hdsanples or by radio and / or
chemotherapy (RCT). 43 samples were from patiehts wad lungenreseziert partly and were in
complete remission (CR). The measurements were a@dpetween all groups and statistically

evaluated.

Results: There were 74% of HSP 32, 99% of HSP 47, 97% P10, 99% of HSP 70 and
100% of HSP-90 samples are processed by flow cyttgma the BAL of all cancer patients an
increased expression of heat shock proteins coeldobnd. The MCP-averages (mean peak
channel of fluorescence intensity) for all growse as follows: HSP 32 (54 MCP), HSP 47 (65
MCP), HSP 60 (61 MCP), HSP 70 (55 MCP) and HSP880MCP ). It showed a tends higher
expression of HSP 90 in the chemotherapy group.y Quialitative but not quantitative

differences in the expression pattern of HSP cbelébund.

Conclusion: Overall, the present results in the BAL of patseewith Brochialkarzinom indicate
an expression of heat shock proteins. But coulddiected by flow cytometry in our collective
no forward relationship between the HSP expressiims work shows the BAL under
differentiated conditions, although less sensitae serum and other materials it can be used for
the investigation of heat shock proteins. More carapve studies by PCR or

Immunshistochemie would be helpful.



1 Einleitung

Das Bronchialkarzinom ist in Deutschland, Europaraduch in den USA weiterhin einer der
haufigsten malignen Tumoren, sowohl bei Mannern aigh bei Frauen. Nach den
Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts etea 2014 ca. 36.000 Ma&nner und 19.600
Frauen an einem Bronchialkarzinom. Die relativeaBrds-Uberlebensrate liegt derzeit bei etwa
16% bei Mannern und 21% bei Frauen (RKI, Stand 23@5). Zu den wichtigsten
pradisponierenden Faktoren fir das Bronchialkamirgihlen vor allem das Tabakrauchen,
Passivrauchen, Luftverschmutzung (Feinstiube), dmhalation von Uberwiegend
berufsbedingten Karzinogenen (Asbest, Arsen, Njckeladonhaltigen Gase). Wichtigster
Risikofaktor fir ein Lungenkarzinom ist das Rauch&und 90 Prozent der Manner und
mindestens 60 Prozent der Frauen, die an diesemskaekrankt sind, haben aktiv geraucht
(nach Krebsregisterdaten des RKI). Im Sommer 20l2ftes die Internationale
Krebsforschungsagentur (IARC) Dieselabgase zwasialser krebserregend ein, wie hoch der
Beitrag zum Krebsrisiko durch den Stral3enverkehnormalen Alltag ist, bleibt weiter offen

(Presseinformationen des Umweltbundesamtes 2012).

AulRerdem wird eine familidre bzw. genetische Pgimbgion vermutet. Diese Neigung an
Lungenkrebs zu erkranken, wird einerseits auf Orkegzuriickgefihrt, die die frihe Phase des
Karzinommetabolismus steuern, anderseits auf gametivermittelte gestorte DNA-

Reparaturmechanismen (Lahm, Fischer, Drings 2003).

Problematisch bei der Diagnosestellung des Brotiarizinoms ist, dass klinische Symptome
meist sehr spat bzw. in einem weit fortgeschritteG&adium auftreten. In frihen Stadien werden
nur 15 % aller diagnostizierten Bronchialkarzinomentdeckt (Manegold 2000).

Serumtumormarker spielen fur das Screening kaum Bille, kbnnen aber zusatzlich zu der

morphologischen Diagnostik ein Informationsgewinninggen. Das gilt insbesondere fur



Zytokeratin 21-Fragment (CYFRA 21-1)(Stieber 1998 rzinoembroyonales Antigen (CEA),
neuro-spezifsche Enolase (NSE) und Pro-Gatrind®elg-Peptide (ProGRP) (Lamy 2000).

Erster mdglicheHinweis ist ein persistierender Husten Gber 6 Wogker allem bei bekanntem
Nikotinmissbrauch. Bei Auftreten von Hamoptysen rodmer Rekurensparese liegt die Finf-
Jahres-Uberlebensrate bei 0-1%. Wird ein Rundbkeng entsprechende klinische Symptomatik
entdeckt, betragt sie 50- 60% (Macha 2003). Hawhigd der Primartumor Uber eine
eingetretene Frihmetastasierung auffallig (Kramjafanach cerebralem Befall, Schmerzen im
Bewegungsapparat bei ossarem Befall). Da die Gesartalitit durch jahrlichen
Rontgenthorax im Rahmen eines Friherkennungspragsarim grofReren Studien nicht
verbessert werden konnte, hat die American Canceciey das Screening des
Bronchialkarzinoms nicht mehr empfohlen (West 2068ute stehen neue Screeningsmethoden
zur Verfigung (Low-dose-Spiralcomputertomografigutmzytologie, Autofluoreszenbiopsie
und -bronchoskopie.Auch immunhistochemische Methoden der Zytometrieerodlie
Polimerasekettenreaktion (PCR) kdnnten dazu beigetr, Sensitivitdt und Spezifitatin der
Diagnostik fur Adenokarzinome auf 85 respektive 9Q% steigern (Alt- Epping 2009).
Spezielle Verfahren wie Fluoro-L-Thymidin-PET (FIPIET), Fluorodesoxyglucose-PET (FDG-
PET) und dynamische kontrastmittelverstarkte MRTDCE-MRT) werden nicht fur das
Screening, sondern eher fur das Tumor-Staging esetgt (Scheffler, Wolf 2009). Der
Stellenwert der Low-dose-Computertomographie ale&ungsverfahren wurde durch grof3e
Studien in Europa und Amerika geprift. In kirzlhblizierten National Lung Screening Trial
(NLST) konnte durch CT-Screening die Mortalitdt b&auchern um 20% und die
Gesamtmortalitat um 7% reduziert werden. Aufgrued libhen Kosten und der Gefahr falsch
positiver Befunde, haben sich die amerikanischesh@@sellschaften bisher davon abgehalten,
das Screening vorbehaltlos zu empfehlen. Die Mutatnalytik, insbesondere des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) und die Bestimmuhgy EML-ALK-Translokation
(,echinoderm microtubule-associated protein-likgehe”), haben Eingang in die Diagnostik zur
Therapiepradiktion des Adenokarzinoms mit speziisc Tyrosinkinaseinhibitoren gefunden
(Weiss 2010).



1.1 Klassifikation und Stadieneinteilung des Bronchiallarzinoms

Die Stadieneinteilung erfolgt beim nicht kleinzgdm Bronchialkarzinom an Hand der TNM-
Klassifikation. (Tabelle 1 und 2, gem. Unio interoaalis contra Cancrum, UICC 2009)

Ausdehnung des Primartumors (Tumor=T)

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden odetdygie positiv

TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carzinoma in situ

T1 Grolter Tumordurchmesser < 3cm, Tumor umgebarLungengewebe oder viszeraler
Pleura, kein bronchoskopischer Nachweisrdinfiltration proximal eines

Lappenbronchus ( Hauptbronchus und Bleiszeralis frei)

-T1a o.g. Eigenschaften und gréf3ter Tumordurchrmes2em

-T1b o.g. Eigenschaften und grof3ter Tumordurchmeszend < 3cm

T2 Tumor > 3cm <7cm und wenigstens eine der fulga Kennzeichen ist erfullt:

-Befall des Hauptbronchus > 2cm distal@arina

-Infiltration der viszeralen Pleura

-assozierte Atelektase oder obstruktivez&miung bis hin zum Hilus, aber nicht der

ganzen Lunge

T2a o0.g. Eigenschaften und groRter Tumordurchmessand < 5cm

T2b o.g. Eigenschaften und grof3ter Tumordurchmessend < 7cm

T3 Grofter Tumordurchmesser >7cm oder Tumor j&délRe mit direkter Infiltration

mindestens einer der folgenden Strukturen:




Brustwand, Zwerchfell, Nervus Phrenicugjgialaes Perikard, mediastinale Pleura odef
Befall des Hauptbronchus <2cm distal deiir@a aber Carina selber nicht befallen oder
Tumor mit Atelektase oder obstruktive Emiciing der ganzen Lunge oder separate (r)

Tumorknoten im selben Lappen wie der Prinraor

T4

Tumor jeder Grdl3e mit Infiltrationwenigstezieer der folgenden Strutkuren:
Mediastinum, Herz, groRe GefaRRe, Trachem laryngeus recurrens, Osophagus,
Wirbelkorper, Carina oder vom primartungetrennte® Tumorknoten in einem anderen

Lungenlappen derselben Seite

Lymphknotenbefall (Nodi=N, Metastasen=M)

NX

Lymphknotenmetastasen konnen nicht beurtesitden

NO

Keine Lymphknotenmetastasen

N1

Lymphknotenmetastasen ipsilateral hilar ungbpenchial

N2

Lymphknotenmetastasen ipsilateral mediastinaphknotenmetastasen subkarinal

N3

Lymphknotenmetastasen kontralateral medidsiigenphknoten ipsi- und kontralateral

Supraklavikular

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen und Metastasen in einem andergenlappen

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Bronchialkarzinengemaf3 Unio internatalis contra Cancrum;
UICC, 2009




Union for International Cancer Controll (UICC)-Stad ium (2009):

Okkultes Karzinom TX NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA Tla, T1lb NO MO
Stadium IB T2a NO MO
Stadium IIA T2b NO MO
Tla, T1lb, T2a N1 MO
Stadium 1B T2b N1 MO
T3 NO MO
Stadium IlI1A Tla,b,T24a, b N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Stadium I1IB Jedes T N3 MO
T4 N2 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Tabelle 2: Stadieneinteilung des Bronchialkarzingpi€C, nach Wittekind und Sobin, 2009

Die Einteilung des kleinzelligen Bronchialkarzinomserfolgt nach der Marburger

Klassifizierung.

Very limited | Primartumor von Lungengewebe oder visz. Pleura bewge nur partielle

disease Atelektase, ein Pleuraerguld ohne maligne Zellen,Befall hilar ipsilateral (z

B. isoliert, relativ peripherer Rundherd ohne mstinalen Befall)

Limited Primartumor infiltriert Thoraxwand, parietale Plauroder Diaphragma
disease Totalatelaktase einer Lunge, Lymphknoten bis N iadat. hilar)
Extensive Primartumor infiltriert Herz, Osophagus, Perikamhaligner Pleura- ode

disease |

sup. Syndrom), LK’s supraklavikular

Perikardergul3, Phrenikus- oder Recurrenspareses @&eflulstauung (V. cayv,

-




Extensive Hamatogene Fernmetastasen in einem Organ, koenak&alunge befallen

disease lla

Extensive Hamatogene Fernmetastasen in mehreren Organen

disease Ilb

Tabelle 3: Stadieneinteilung des kleinzelligen Btaalkarzinoms (nach Wolf und Havemann, 1995)

1.Plattenepithelkarzinom
- Papillar,
- Kleinzellig,
- Klarzellig

- Basaloid

2. Kleinzelliges Karzinom

3. Kombiniertes kleinzelliges Karzinom

4. Adenokarzinom
-Gemischter Subtyp
- Azinéres
- Papillares
- Bronchioalveolar

- Solides Adenokarzinom mit Schleimbildung

5. Adenosquamo@ses Karzinom

6. Grol3zelliges Karzinom
- GroR3zellig neuroendokrin

- Kombiniert Grol3zellig neuroendokrin
- Basaloid
- Lymphoepithelial

- Klarzellig
- Grol3zellig mit rhabdoidem Phanotyp

7. Adenosquamoses Karzinom

8. Sarkomatoide Karzinome




9. Karzinoid Tumoren -Typisch und Atypisch

10. Bronchialdrisenkarzinom vom Speicheldrisentyp
- Adenoidzystisch
- Mukoepidermoide
- Epithelial-myoepithelial

Tabelle 4: Histologische Klassifikation epithelialeiumoren der Lunge nach WHO (Travis et al. 2004)

Histologisch-zytologisches Grading des Bronchialkainoms

Gx Grading nicht beurteilbar

G1 hochdifferenzierte Tumoren, imitiert das Herftsgewebe stark,

lichtmikroskopisch eindeutig

G2 malig differenziert

G3 schlecht differenziert, Ausgangsgewebe kalkergrbar,

ultrastrukturelle Untersuchungen notwendig

G4 entdifferenzierte Tumor, Herkunft nicht nacisbar

Tabelle 5: Histologisch-zytologisches Grading desnBhialkarzinoms nach WHO (Travis et al. 2004)




1.2 Therapie des Bronchialkarzinoms

Die moderne Therapie umfasst in der Regel die Koation verschiedener Therapiemodalitaten

wie Operation, Strahlentherapie und Chemotherapi8inne einer multimodalen Behandlung.
1.2.1 Stadienadaptierte Therapie des nicht kleinzZiggen Bronchialkarzinoms
1.2.2 Stadium IA und 1B

Die Operation ist die Therapie der Wahl. Die postagiven 5-Jahresiberlebensraten liegen fur
das Stadium IA bei 75-80% fir IB bei 55-60%. Eatguvante Chemotherapie verbessert die 5-
Jahreslberlebensrate bei IA nicht, bei IB um alishB%. In der postoperativen Situation nach
RO Resektion hat die Strahlentherapie einen negatiinfluss auf die Prognose und ist nicht
indiziert. Als individuelles Konzept kann PatientemStadium IB mit einer Tumorgrof3e > 4cm
eine adjuvante und als alternative eine neoadjev@hemotherapie angeboten werden. Die
Strahlentherapie ist eine Alternative als priménerfipiemalinahme bei funktionell inoperablen
Patienten (Rami-Porta et al, 2011, Reckt et all420

1.2.3 Stadium lIA und 1IB

Die Operation ist die Therapie der Wahl. Die postativen 5-Jahresiuberlebensraten liegen fir
das Stadium IIA zwischen 45 und 55%, fur das StadiB zwischen 35 und 45%. Nach einer
RO Resektion wird eine adjuvante Chemotherapie ehigf. Sie fuhrte in einer Metaanalyse
von 34 Studien mit unterschiedlichen Chemother&aokollen zu einer Verbesserung der 5-
JahreslUberlebensrate um 5% absolut. In der Langlstdanalyse von mit Cisplatin /
Vinorelbinbehandelten Patienten der LACE Studie dig 5-Jahrestberlebensrate um 11,6%
hoher als in der Kontrollgruppe. Die Strahlenthexapst eine Alternative als priméare
TherapiemalRnahme bei inoperablen Patienten (Galdstr al., 2011, Douillard et al., 2010).

1.2.4 Operable Stadien IlIA: Stadium IIA (T3 N1, T4NO, T4 N1)

Die Operation ist die Therapie der Wahl und diea&eten sollten in der interdisziplinéren
Konferenz besprochen werden. Nach einer RO Resekiicd eine adjuvante Chemotherapie

empfohlen. Eine Alternative zur adjuvanten istg®adjuvante oder Induktionschemotherapie.
8



1.2.5 Operable Stadien IlIA: Stadien I11A1, 1A 2 und 1A 3 unilevel (I1IA 3,)

Bei Patienten in den Stadien IHAund IlIA; ist das Stadium N2 definitionsgemald erst
intraoperativ bzw. in der histologischen Aufarbegu diagnostiziert worden. Bei diesen
Patienten ist postoperativ eine adjuvante Chemapher indiziert. Sie fuhrt in der

Metaanalysevon unterschiedlich behandelten PatienteStadium IlIA zu einer Verbesserung
der 5-Jahresiberlebensrate um 5% absolut, in degzegt-Analyse von mit Cisplatin /

Vinorelbin adjuvant behandelten Patienten um 14gat%olut. In diese Gruppe gehdren auch
Patienten mit einem Stadium I1IA3 N2 unilevel, d.lymphknotenbefall an einer ipsilateral
mediastinalen Lokalisation. Nach einer RO Resektiwind eine adjuvante Chemotherapie
empfohlen. Nach einer R1-Resektion kann die Strahkrapie auch als primare adjuvante
Therapie indiziert sein. Die Strahlenchemotherapg¢ eine Alternative als primére

TherapiemalRnahme bei inoperablen Patienten (Duglaatl, 2010).

1.2.6 Stadium [1Az multilevel ((IIA 3m)

Die Therapie wird in diesem Stadium kontrovers digkt. Entscheidend ist die Frage, ob beim
individuellen Patienten ein kurativer Therapieanspr besteht. Als Standard wird die
Strahlenchemotherapie angesehen. Weitere Optionérd: sprimare (neoadjuvante)
Chemotherapie, gefolgt von Operation oder BestrahlDie préaoperative Chemotherapie fuhrte
in der Metaanalyse von 7 Studien zu einer Steigemer 5-Jahrestberlebensrate um 6-7 %

absolut gegeniber einer alleinigen Operation (Btieteal., 2007, Reck et al., 2014).
1.2.7Stadium IlIA 4, Stadium 11IB (alle T N3)

Empfohlen wird eine kombinierte Strahlenchemothieraie fiihrte in der Metaanalyse von 9
Studien zu einer Steigerung der 2-Jahresiberledtensim 8% absolut gegeniber einer
alleinigen Strahlentherapie (O Rurke et al., 201Bgi der Strahlenchemotherapie ist die
kombinierte Behandlung einer sequenziellen Appidtatiberlegen. In Metaanalysen steigert sie
die 2-Jahresiuberlebensrate um 10% , die 5-Jahmsidesrate um 4,5%. Die Chemotherapie
zur Strahlentherapie kann niedrig dosiert, z.Bpf@ign 30 mg/m wochentlich bzw. 6 mg/m

taglich, oder volldosiert appliziert werden. Diet&oheidung sollte vom Allgemeinzustand sowie

von der Grol3e des Strahlenfeldes abhéngig gematdew (Auperin et al., 2010).



1.2.8 Pancoast-Tumor

Pancoast-Tumore (engl. Synonym: Superior Sulcus ofunsind eine distinkte Entitat.
Charakteristisches Merkmal sind die Folgen desaleak Wachstums, ausgehend von der
Lungenspitze, mit Infiltration neuraler (Plexus direlis, Ganglion stellatum) und / oder ossarer
Strukturen (Rippen, Wirbelkorper). Entscheidenddié Therapieplanung ist die optimale lokale
Bildgebung mittels MRT Thorax. Prospektiv randomaite Studien zur Therapie von Pancoast-
Tumoren fehlen. Die besten Ergebnisse werden demh primare Induktionschemo- und
Strahlentherapie erzielt, gefolgt von einer Operain kurativer Intention. Die Prognose wird
wesentlich vom primaren Lymphknotenstatus und vameiehen einer RO Resektion bestimmit.
Die Strahlentherapie wird mit 40 — 50 Gy, konvendélb dosiert oder hyperfraktioniert
akzeleriert, durchgefuhrt. Die Chemotherapie emnti&splatin plus Etoposid (Rusch et al.,
2006).

1.2.9 Stadium IV

35 — 40 % der Patienten mit nicht-kleinzelligem gankarzinom werden im Stadium IV
diagnostiziert. Bei der Mehrzahl der Patienterdest Therapieanspruch palliativ. Ausnahme sind
Patienten mit solitdren Nebennieren-, ZNS- oderdammetastasen, bei denen ein kurativer
Therapieansatz in Frage kommt (Reck et al., 20¥4phet al., 2011).

1.2.10 Stadium IV mit solitaren Nebennieren-, ZNSeder pulmonalen Metastasen

Patienten mit einer solitiren Nebennierenmetastdsebis zu 3 solitaren ZNS Metastasen, kann
ein Therapiekonzept mit einem kurativen Ansatz botgn werden. Bei solitarer
Nebennierenmetastase Operation, bei solitdrer ZNSetadthsen Operation +
Ganzhirnbestrahlung oder Radiochirurgie + Ganzlestiahlung und Operation des
Primartumors. Empfehlenswert ist hier die Gabe eresystemischen Therapie und ggf. eines
Kinaseinhibitors vor Operation des Lungentumorsi Belierter pulmonaler (kontralaterater)
Metastasierung sollte eine histologische Sicherangh Ausschluss eines Zweitkarzinoms
erfolgen. In dieser Situation ist gegebenenfalls kuratives Konzept mdglich. Inwieweit
isolierte Knochenmetastasen eine a&hnliche Biolagisveisen wie isolierte Nebennieren- oder

ZNS-Metastasen, ist derzeit durch grél3ere Fallserieht gesichert (Ettinger et al., 2015).
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1.2.11 Stadium IV mit multiplen Metastasen

Bei diesen Patienten ist das Therapieziel pallidie mediane Uberlebenszeit liegt zwischen 8
und 12 Monaten. Bei Patienten mit aktivierendenrEx®- oder Exon 21- sowie sog. ,seltenen
(uncommon)* EGFR Mutationen (Epidermal Growth Factor Receptor) sownit ALK—
(Anaplastic Lymphoma Kinase) undOSl-Translokationen (Receptor Tyrosin Kinase) unter
gezielter Therapie ist sie mit >30 Monaten deutlé@hger. Die Auswahl der Substanzen wird
bestimmt durch die histologische Klassifikation dedumors sowie durch
molekularpathologische Alterationen (molekularfiderte Therapie). Die Erhebung des
EGFR-Mutationsstatus, deALK- und desROSI1-Translokationsstatus soll mdglichst bei allen
Patienten mit Nicht-Plattenepithelkarzinom unabhgivpm Raucherstatus sowie bei Nie- oder
Leichtrauchern (<10 Packyear und >15 Jahre Raughstmit Plattenepithelkarzinom vor

Beginn der medikamenttsen Erstlinientherapie egfol@Reck et al., 2014).
1.2.12 Erstlinientherapie

Wegen der geringeren Nebenwirkungen, der bessengmptS8mkontrolle, der hdéheren
Ansprechrate, des langeren progressionsfreien et und der verbesserten Lebensqualitat
wird die molekular-stratifizierte Therapie mit liioren der EGFR-Tyrosinkinase (Afatini,
Erlotinib, Gefitinib) bei Patienten mit einer EGFERtivierenden Mutation empfohlen. In den
LUX-Lung 3- und LUX-Lung 6- Studien wurde ein Ubasensvorteil von etwa 12 Monaten fur
Afatinib im Vergleich zu einer Chemotherapie (Pamwetd und Cisplatin in der LUX-Lung 3,
Gemcitabin und Cisplatin in der LUX-Lung 6) in déubgruppe der Patienten mit aktivierenden
Exon 19 Deletionen erreicht. Ergebnisse direkt écgender Studien mit Afatinib vs Erlotinib
oder Gefitinib stehen aus. Bei Patienten mit eiAeK- und ROSL-Translokation ist eine
Therapie mit Crizotinib indiziert. Bei Patienten tnNicht-Plattenepithelkarzinomen fuhrt die
Kombination von Bevacizumab mit Cisplatin / Pemetigg Cisplatin / Gemcitabin oder einer
anderen platinhaltigen Zweierkombination im Vergheimit der alleinigen Chemotherapie zu
einer Steigerung der Remissionsraten, einer Veekimy des progressionsfreien Uberlebens
und in einigen Studien zu einer geringen, statbtissignifikanten Verlangerung der
Uberlebenszeit. Pemetrexed hat eine besonders Akindtat bei Patienten mit eineALK-
Translokation und ist das bevorzugte Zytostatikum diese Patienten, wenn ein TKI nicht

eingesetzt wird oder eingesetzt werden kann (z. BBstlinientherapie). Bei einer
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Erstlinientherapie mit Bevacizumab kann dieser Kirper bis zum Progress weitergefihrt
werden (Eberhard et al., 2014).

1.2.13 Zweitlinientherapie

Bei Patienten in gutem Allgemeinzustand kann eineiflinientherapie zur Symptomlinderung
und zur Verlangerung der Uberlebenszeit fiihren.Adienten mit Nicht-Plattenepithelkarzinom
wurde fir Docetaxel, Erlotinib, sowie Pemetrexedandomisierten Studien eine Verlangerung
der Uberlebenszeit gezeigt. Kombinationschemotlenapsteigern die Remissionsraten,
verlangern aber die Uberlebenszeit nicht. Bei Rttie mit Adenokarzinom hat die Kombination
von Docetaxel und dem Angiokinase-Inhibitor Nintetbagegeniber einer Monochemotherapie
mit Docetaxel zu einer signifikanten Verbesserumy Ansprechrate, des progressionsfreien
Uberlebens und der Gesamtiiberlebenszeit gefuhitPBeenten mit Plattenepithelkarzinom
fuhrte der PD1-Inhibitor Nivolumab gegeniber Dogetazu einer statistisch signifikanten
Verlangerung der Uberlebenszeit. Patienten mitvaktinden EGFR-Mutationen sollten bei
Resistenz gegen TKI rebiopsiert werden. Bei Vodieginer EGFR T790M Resistenzmutation
sollte der Einschluss in eine Studie mit einem ™%pezifischen Drittgenerationsinhibitor
angestrebt werden. Bei Patienten Witk Mutationen fuhrt die Zweitlinientherapie mit dem
Tyrosinkinase-Inhibitor Crizotinib zu einer sigikéinten Verlangerung des progressionsfreien
Uberlebens, verglichen mit Docetaxel oder PemetteBei Einleitung einer Chemotherapie
wird eine Pemetrexed-haltige Kombination empfoh(Brunelli et al., 2009, O Rourke et al.,
2010, Reck et al., 2014).

1.3 Stadiengerechte Therapie des Kleinzelligen Brahialkarzinoms

Die wirksamste Behandlungsform beim kleinzelligaimgenkarzinom ist die medikamentdse
Tumortherapie (Chemotherapie). In Kombination megation oder Bestrahlung besteht bei
Limited Disease ein kurativer, bei Extensive Digeas palliativer Anspruch [Sorensen et al.,
2010).

1.3.1 Very Limited Disease

Als Therapieoptionen stehen die kombinierte Strathemotherapie oder die primare

chirurgische Resektion gefolgt von adjuvanter Chix@pie zur Verfligung. Bei Einsatz einer
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kombinierten Chemostrahlentherapie wird eine 4-&lély Chemotherapie mit Cisplatin und
Etoposid und eine moglichste friihzeitig beginnersueultane Strahlentherapie mit zumindest
50 Gy empfohlen. Bei priméarer Operation solltenugsdpt 4 Zyklen Cisplatin und Etoposid
appliziert werden. Fir Patienten im Stadium NOdieglie 5-Jahres-Uberlebensraten bei 50-70%,
fur Patienten im Stadium N1 zwischen 35-40%. Did&delbestrahlung wird prophylaktisch
durchgefuhrt (Interdisziplindre S3-Leitlinie 20prensen 2010).

1.3.2 Limited Disease

Standard ist hier die kombinierte Strahlenchemaihier Die 5-Jahres-Uberlebensraten liegen
zwischen 20 und 25%. Wirksamste Chemotherapie istkabmbination von Cisplatin und
Etoposid lber 4-6 Zyklen. Eine sequentielle komsefende Strahlentherapie erhoht die 5-
Jahresiberlebensrate um ca. 5%, eine simultanehlSttaerapie um ca.10%. Eine
Prophylaktische Bestrahlung des Schadels reduzied Risiko fiir das Auftreten von
Hirnmetastasen von 40 % bei nichtbestrahlten Patreauf unter 10% bei schadelbestrahlten
Patienten und verbessert die 5-Jahresiberlebensratbsolut 3%. Fur Patienten in hoherem
Alter Gber 75 Jahre oder bei deutlich eingeschgmkAllgmeinzustand kann eine primare
Chemotherapie mit Carboplatin und Etoposid und gmhe nachfolgende konsolidierende

Strahlentherapie eine Therapieoption sein (Amakaséal., 2008, Rossi et al., 2010).
1.3.3 Extensive Disease

Hier ist Standard die medikamentdse Tumortherade wird in palliativer Intention
durchgefihrt und vermag neben einer Symptomkoetrollund damit einer
Lebensqualitatsverbesserung eine deutliche Vertangedes Uberlebens zu erreichen. Die
mediane Uberlebenszeit der ED Patienten betrad-&a. Monate, die 2 Jahresuberlebensrate 5-
10%, ein 5 Jahresuberleben wird nur in Ausnahnefélerreicht. Die prophylaktische
Bestrahlung des Schadels bei Patienten, die auCHemotherapie ansprechen, reduziert das
Risiko fiur das Auftreten von Hirnmetastasen undareyert die mittlere Uberlebenszeit um 1,3
Monate (Interdisziplindre S3-Leitlinie 2010, Pelagtaal., 2009, Brunnelli et al., 2009).
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1.3.4Erstlinientherapie

Aktuell ist in den Stadien VLD und LD ist bei adaner Therapie nach Operation sowie bei
einer simultanen Chemo-Radiotherapie die VerwendwamgCisplatin und Etoposid weltweiter
Standard [Amarasena et al, 2008). Cisplatin/ Etmpkann ohne Dosiseinschrankung parallel
zur Radiotherapie mit tolerablem Nebenwirkungspreiingesetzt werden. Cisplatin besitzt im
Gegensatz zu Carboplatin eine gut belegte stradnaitslisierende Wirkung. Im Stadium ED
erreichen platinhaltige Therapieschemata signitikadhere komplette Remissionsraten als
nicht-platinhaltige Kombinationstherapien. Hier kén beide Substanzen Cisplatin und
Carboplatin gleichwertig eingesetzt werden. Die Kamation von Cisplatin / Etoposid erreicht
Remissionsraten von 60-70% bei Patienten mit Exterdisease. Alternative zur platinhaltigen
Kombination ist eine anthrazyklinhaltige Therape B. mit Doxorubicin oder Epirubicin plus
Cyclophosphamid / Vincristin oder Etoposid. Aufgdunder Anthrazyklin-assoziierten
Kardiotoxizitat, evtl. verstarkt durch eine zusktaé Strahlentherapie, werden diese Protokolle
heute jedoch deutlich seltener in der Primartherapingesetzt. Erhaltungstherapie mit
Zytostatika oder anderen Substanzen verlangetiloézlebenszeit nicht (Rossi et al., 2010).

1.3.5 Zweitlinientherapie

Bei Patienten in gutem Allgemeinzustand kann eineiflinientherapie zur Symptomlinderung
und zur Verlangerung der Uberlebenszeit fuhren.otegan fiuhrte im Vergleich mit Best
Supportive Care zu einer signifikanten Verlangerutmy Uberlebenszeit. Weitere wirksame
Substanzen in der Zweitlinientherapie sind Irinatecund Paclitaxel. Die Auswahl des
Therapieprotokolls richtet sich nach der Vortheeaysid dem Allgemeinzustand. Einsetzbar sind
Monotherapien der genannten Substanzen oder aecKainbination von Medikamenten, die
nicht in der Erstlinientherapie eingesetzt wurdei &nem Intervall >3 Monate zwischen dem
Ende der Erstlinientherapie und dem Rezidiv kanchagin erneuter Einsatz von Platin und
Etoposid erwogen werden (Pelayo et al., 2009)
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2 Hintergrund

2.1 Hitzeschockproteine (HSP)

Hitzeschockproteine sind kleine Proteine mit urdieiesdlichen Molekulargewichten, die in den
Korperzellen, im Zytosol sowie in den Zellorganelemorkommen und bei erhdhten
Temperaturen und Organ- bzw. Gewebeschadigungaeneber gebildet werden (Alexandrov-
Via 1994) Schon in den 60er Jahren wurde entdeckt, dasehater Fruchtfliege Drosophila
einen neuartigen Satz von Proteinen synthetisies@enn sie bei supraphysiologischen
Temperaturen gehalten werden (Rittosa 1962). Spéigte es sich, dass diese Hitzeschock-
Proteine in homologer Form in pro- und eukaryotefien vorkommen und dass ihre Synthese
nicht nur durch Hitzeschock, sondern durch eindh®anderer Schadigungen ausgeltst werden
kann (Donald, Forsdyke, 1999). Allen genannten &ud¢n ist gemeinsam, dass die Zahl nicht
oder fehlerhaft gefalteter Proteine in einer Zetlenimmt und dass dies auf noch nicht
geklarterweise die Synthese dieser HitzeschockePy®t auslost. Dieser Befund hat zur
Hypothese gefuhrt, dass Hitzeschock-Proteine, dieayich unter normalen Bedingungen
synthetisiert werden, physiologischerweise die Eonkhaben, die Erreichung des nativen,
korrekt gefalteten Zustands von Proteinen zu bescliden: Sie hemmen die Aggregation
wahrend der Faltung eines Proteins, sie beeinitusie Ausbeute und Kinetik wahrend der
Proteinfaltung (Robin 1998).
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Abb.1: Schematische Darstellungder Chaperone- bzw. HSP-vermittelten Proteinfaltung in einer Zelle Ungefaltete Polypeptide oder
partiell gefaltete, hoher organisierte intermediare Polypeptide (Intermediate), die im Rahmen der Proteinbiosynthese oder unter dem
Einfluss verschiedener Stressfaktoren entstehen, neigen zur Aggregation. Diese resultiert aus freiliegenden hydrophoben
Aminosaureresten an der Molekuloberflache. Chaperone kénnen an diese hydrophoben Oberflachenstrukturen der Polypeptide
binden (Chaperone-Polypeptid-Komplex, Chaperon-Intermediat-Komplex) und vermindern somit die Tendenz der Polypeptide und
Intermediate untereinander zu aggregieren. So wird mithilfe von Chaperonen die Ausbildung der nativen, biologisch aktiven

Konformation von Polypeptiden unterstitzt (Schema modifiziert nach Fink, 1999).

Eine ihrer Hauptfunktion ist damit also die Verhinderung unerwiinschter, zur Aggregation
fithrender Wechselbeziehungen zwischen Proteinen. Aus diesem Grunde werden sie auch als
molekulare Chaperone (engl. Chaperon: Anstandsdame) bezeichnet. Diese molekuldren
Chaperone gehdren zur Familie der Hitzeschock- Proteine, da sie in deutlich gesteigerten
Mengen synthetisiert wiirden, wenn die Zellen erhohten Temperaturen (etwa 42 °C fiir
mindestens 30 Minuten) ausgesetzt waren. Hier scheint eine Riickkoppelungs-Regulierung
aktiviert zu werden, die auf jeden Anstieg von falsch gefalteten Proteinen mit Ankurbelung der
Synthese von Chaperonen, die bei der Protein- Riickfaltung helfen, reagiert (Robin, Anerson,
1998). Auch die normale Proteinbildung wird von Chaperonen begleitet, sie konnen
beispielsweise Falschfaltungen der Polypeptidkette und damit die Bildung unldslicher
Einschlusskorper bei der Expression von Proteinen verhindern (Loones, 1998). Diskutiert
werden auch weitere Funktionen der HSP wie z.B.: Apoptoseunterdiickung unter

physiologischen Bedingungen durch Verhinderung der Aktivierung von Procaspasen und
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Verhinderung der Bildung von Apoptosomen (Lang 2002d Induktion von Immunsupression

durch Inhibition von proinflammatorischen Non-&3sproteinen (Woo 1998).

Entsprechend der evolutiondren Konservierung wesie in Familien eingeteilt, deren Namen
vom Molekulargewicht der jeweiligen Hauptvertretdrgeleitet wird. HSPs sind im Cytosol, in
Mitochondrien, im ER und im Nukleus vorhanden. Baen typischerweise eine relativ lange
Halbwertszeit (48 Stunden in menschlichen epidedeiZellen). HSP 78, 75, 60, 10 sind
hauptsachlich in den Organellen vorhanden, wahksid 110, 90, 73, 72, 20 im Cytosol und im

Nukleus nachgewiesen werden (Blake, Gershorn, 1990)

Die am besten untersuchten HSPs sind solche mitvitdekulargewichten 60, 70, 90 und 110
kDA. Diese HSPs werden bei 37° C ohne Hitzeschogkimiert. HSP 70 und 90 werden in
allen Organismen beobachtet, wahrend HSP 110 hapish in Zellen von Saugetieren
vorhanden sind (Botzler, 1996). Eine zweite Gruppe HSPs werden unter der Voraussetzung
des Glukoseentzugs induziert und enthalten glukgsdierende Proteine (GRP) 34, 47, 94, 174
kDa (Sciandra und Subjeck, 1983).

2.2 Expression der HSP in der Lunge

Die am besten untersuchten Hitzeschockproteine an ldunge sind die HSP mittleren
Molekulargewichtes, wie HSP 47, 70 und 90. HamiltBolla und andere untersuchten deren
Expression in den alveolaren und interstitiellen khMdphagen bei verschiedenen
Lungenerkrankugen, wie z.B.: Asthma bronchiale, AR ungenfibrose und Einflisse von
ilonisierenden Strahlen (Hamilton 1997, Polla 1993D)e Mehrheit der alveolaren und
interstitiellen Makrophagen exprimiert bereits unt®salen Bedingungen HSP 60, 72, 90
(Bonay 1996). Unter Einfluss von Ozon (Hamilton @PSowie bei Patienten, die unter Asthma
bronchiale und ARDS litten (Vignola 95), wiesen digeoldaren Makrophagen eine signifikant
gesteigerte HSP — Expression auf. Sowohl nach madieo Strahlentherapie, als auch nach
systemischer Chemotherapie, ist auch eine erhotgeeEsion von HSP in der Lunge beobachtet
worden, die die Zellen von den letalen Folgen derskekutiven Stresseinwirkung schitzen und

die Faltung nativer und denaturierter Proteine nstiiézen (Hettinga 1996).
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HSPs findet man nicht nur in normalen Zellen desisoklichen Kérpers, sondern auch in
verschiedenen Tumoren. So weisen bis zu 50 % depskin von Brust-, Endometrium-,
Lungen-und Prostatakarzinomen und vieler anderex erhdhte intrazellulare Expression von
HSP auf (Ciocca 2005, Calderwood 2006). Die meiste@neschockproteine werden auch bei
Rauchern und in den Tumorzellen der Lunge abhangan Differenzierungsgrad
unterschiedlich exprimiert (Bonay 1994). Bei Agdliten von resektablen nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinomen wurden gleichfalls eine veldirExpression von HSP 70 festgestellt
(West 2009). In humanen Bronchialtumor-Zelllinie LigRen sich HSP 70 an der Zelloberflache
nachweisen, auch ohne dass eine Hyperthermiebetmandtforderlich wére (Botzler 1996). Es
gibt aber wenig Arbeiten, die sich mit dem Nachwes HSP in bronchoalveolaren Lavagen
beschaftigten. In einer Arbeit von Lee et al. (20k@nnte eine vermehret Expression von HSP
47, 60 und 90 in der BAL von Patienten mit ARDS hgemwviesen werden. Wood et al fanden
vermehrt Anti-HSP 27-Antikorper in der BAL von Ratten mit Bronchiolitis obliterans nach
Lungentransplantation (2010). In einer Arbeit voignola korrelierte die vermehrte HSP 70-
Expresion der BAL mit dem Schweregrad von Asthm@9E). Bisherige Untersuchungen an
bronchoalveolaren Lavagen bei Tumorpatienten bésgten sich vorrangig mit den Folgen der
Strahlentherapie und weniger der Chemotherapieit 800 Rosen fanden tendentiell eine
vermehrte Expression von Hitzeschockproteinen udiar Chemotherapie. Ebenfalls konnte
einer Untersuchung Uber oxidative Lungenbelastumg tendentiell erhdhte HSP-90-Expression
in der BAL von Patienten unter der Chemotherapir{8rt 2000).

2.3 Hitzeschockprotein 32 Kda (Hamoxygenase -1, HSR2)

Die Hamoxygenase gehort zur Familie der MonooxygenaDas Enzym katalysiert mit Hilfe
von NADPH und Sauerstoff die oxidative Spaltung Bestoporphyrins Ham. Bis jetzt wurden
drei Isoformen, Produkte unterschiedlicher Gener #Emoxygenase identifiziert. Die
Hamoxygenase Typ 2 (HO-2, 36 kDa) wird konstituiprimiert und ist vor allem im zentralen
Nervensystem zu finden. Die Hamoxygenase Typ 3 &1G3 kDa) besitzt geringe katalytische
Aktivitat. Ihre physiologische Funktion ist nochcht vollstandig aufgeklart, aber eine
Beteiligung an der Bindung von Ham wird vermutete Ihduzierbare Hamoxygenase Typ 1
(HO-1, 32 kDa) kommt ubiquitar im Organismus vorduréhlt zu den Hitzeschockproteinen
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(Otterbein 2000, Morita 2005). Die funktionale Batiexg von Hamoxygenase-1-Induktion,
konnte bisher nicht naher geklart werden. Trotzeddm haben neuerliche Ergebnisse
verschiedener Laboratorien die Hypothese untetstigss die HO-1-Induktion eine bedeutende
Rolle beim Zellschutz gegen beide, sowohl Ham- auweh Nicht-H&m- verursachte oxidative

Schaden, spielt.

Ansteigende Expression der HO-1-m RNA wurde auatiner Anzahl primar kultivierte Zellen,
die in vitro einer Hyperoxie ausgesetzt wurden, baebtet. Sie beinhalteten Lungen-
Fibroblasten, pulmonale Epithelialzellen, Pergalh und Alveolar-Makrophagen und glatte
Muskelzellen der Aorta. Die Induktion von HO-1-m R kultivierten Zellen, in Abwesenheit
eines in vivo-Milieus und entzindlicher Antworts& vermuten, dass Hyperoxie direkt oder
indirekt intrazellulare Signale weiterleiten karum die HO-1 Genexpression zu induzieren
(Bauer, Rensing, 1997). Die HO-1 wird nicht nuradudas natirliche Substrat Ham induziert,
sondern auch durch eine Vielzahl strukturell starkterschiedlicher Agenzien. Neben
Hitzeschock und oxidativem Stress zahlen UV-Lich§chwermetalle, Endotoxine,
Prostaglandine und inflammatorische Cytokine zm dechtigsten InduktorenDie HO-1
scheint daher ein Enzym zu sein, das Zellen vodaikiem Stress schitzt. Aufgrund der
unterschiedlichen Art der Induktoren wird spekulieiass die HO-1 auch eine Schlisselrolle bei
der Aufrechterhaltung der zellularen Homdostaselsgbie stellt daher ein hochkonserviertes
Enzym dar. Diese Befunde unterstreichen die Wikbkitgder Hamoxygenase dahingehend,
kritische Zellprozesse zu regulieren (Keyse et al. 1989; Choi et al. 1996; Otterbein et al. 2000).
Eine Stimulierung der HO-1 kann ebenfalls zus&tdictherapeutische Effekte von
verschiedenen Arzneistoffen wie z.B. AcetylsaliGye (ASS), Protonenpumpenhemmern
(PPIs), NO-Donoren und Statinen vermitteln oderstdgken (Grosser et al. 2003Die
induzierbare Hamoxygenase z&hlt aufgrund ihrerirdl@@mmatorischen, antiapoptotischen,
antioxidativen und antiproliferativen Eigenschafnden wichtigsten protektiven Proteinen des
Organismus. Der Schutz vor prooxidativen Agenziarckl Induktion oder Uberexpremierung
der HO-1 konnte in verschiedenen Zelltypen nachgesn werden (Choi et al. 1996). Eine
wichtige Rolle wird diesem Protein insbesondere dexi  zellprotektiven und modulierenden
Wirkung auf entziindliche Prozesse zugeschriebetigWwt al. 1996). In einigen Studien konnte
gezeigt werden, dass das Enzym ebenfalls eine Reil&ntstehung und Verlauf von malignen

Tumorerkrankungen spielDer Einfluss scheint dabei tumorspezifisch zu sein; Abhingig vom
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Erkrankungstyp koénnen tumorprotektive aber auclppsetive Eigenschaften vorliegen (Doi
1999, Fang 2004). Eine erhdhte Expression wurdsne ganze Reihe verschiedener Tumoren,
wie Bronchialkarzinome, Nierenzellkarzinom, Proskarzinom und Sarkome gefunden. Dagese
et al. fanden 2012 dass, 96% der Proben einegWi&aizelligen Bronchialkarzinoms positiv
fur Hamoxynase waren und dass die erhdhte Expressiodem Fortschreiten der Erkrankung
und Lymphknotenmetastasierung korreliegkul3erdem beobachteten sie eine unterschiedliche
subzellulare Lokalisierung der Himoxygenase zwischamor- und tumorfreiem Gewebe. Eine
erhohte Expression kommt auch bei malignen hamgigdben Erkrankungen vor. Barrera et al
fanden 2012, dass Bortezomib eine erhdhte HSP-B2eSgion bei Multiplen Myelom
induzierte und damit eine Resistenzentwicklung gedese Chemotherapie in Verbindung
brachten. Dabei scheint die Uberexpression die Tprogression und Uberleben von
Tumorzellen zu fordern. Obwohl sich die Hamoxygenas Endoplasmatischen Retikulum
befindet, gelangt sie durch eine proteolytischelt8pg in den Zellkern, wo sie unabhangig von
enzymatischen Aktivitaten die Tumorprogression imasion fordertAu3erdem induziert die
Hamoxygenase auch die Angiogenese durch die Maodnlater Expression von angiogenen
Faktoren (Lee-Youn Chau 2015).

2.4 Hitzeschockprotein 47 Kda (HSP 47)

HSP 47 gehort zu den kleinmolekularen Stresspreteinnd ist im Endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert. Es ist ein spezifischer Caagn fur Prokollagen und wird wéhrend
Hyperthermie und Stressituationen der Zelle veks&xprimiert. (Razzaque 98, Nagate 1996).
Verschiedene Experimente kombiniert mit Kreuzvelnsmc und Immunprézipitationsanalysen
haben herausgefunden, dass HSP 47 wie ein kollpgeifisches Molekularchaperon wahrend
der Bildung und Sekretion von Prokollagen im Erddsmatischen Retikulum wirkt (Nakai
1992; Satoh 1996 ). Es wird vermutet, dass HSP 47 eine wichtige Rb#ée der Bildung von
Kollagenfibrillen wéahrend der Entstehung der Filerosder Lunge spielt (Tomoyuki 2014). Bei
selektiver Hemmung der HSP 47-Expression konnteeigezwerden, dass auch die
Kollagensynthese zuriickgeht (Sunamoto 98). Es kogeteigt werden, dass HSP 47 auch ein
intrazellularer Mediator ist, der die Zytotoxizitdtirch Verhinderung der Aggregation und der
fehlerhaften Faltung des Prokollagens, reduziertRexdem wird die Chemotaxis der

Embryonalzellen durch Hochregulation der Chemok&zéptoren, auch ohne exogene
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Stimulation, beeinflusst (Wong 2014) und die Adbasivon Tumorzellen an Fibronektin,
Kollagen und Stromazellen unterstitzt und dadurcie drfumoren (kleinzelliges
Lungenkarzinom) resistenter gegen Chemotherapiehim@gdartmann 2005). Sowohl beim
Kleinzellingen als auch Nichtkleinzelligen Brondk@arzinom finden sich erhohte
Hitzeschockptoteinspiegel, insbesondere eine cytophtische Uberexpression von HSP 47 im
Vergleich zu normalem Lungengewebe (Tanguy 2008hed der Uberexpression konnten Oka
et al 2001 auch noch Autoantikbrper gegen HSP-40 Setum nachweisen. Auch bei
metastasierenden malignen Erkrankungen konntenréd@pmegel von HSP 47 gefunden werden
(Morino 1997). Eine Rolle als prognostischer Markér die Metastasierung wurde hier
vermutet.

2.5 Hitzeschockprotein 60 Kda (HSP 60)

HSP 60 ist ein mitochondriales Matrixprotein, dashain der Faltung und korrekten Montage
der Polypeptide im Komplex der mitochondrialen BEneybeteiligt ist. Insbesondere ist es am
Import der mitochondrialen Enzyme beteiligt. Einégiche Ursache an Mangel vieler Enzyme
ist ein Defekt in der mitochondrialen Biogeneseucktiede und Angsteribe (1994) beschrieben,
dass ein partieller Mangel an HSP 60, die meistsathe der neonatalen mitochondrialen
Myopathien und Enzymakkumulation, wéhrend ein katipt Mangel an HSP 60 letal ist. Eine
erhohte Expression dieser Proteinfamilie wurde audsgh normalen bronchial Epithelien und
Alveolarmakrophagen aber auch in verschiedenenlbgschen Typen des Bronchialkarzinoms
beobachtet und koénnte ein Anzeichen als direkte Umantwort gegen Tumorzellen darstellen
(Ferm, Soderstrom, 1992). HSP 60 scheint die Adttivig von Makrophagen und neutrophilen
Zelle bei chronischen Lungenerkrankungen zu akevieCappelo et al bringen den Verlust von
HSP 60 und HSP 10 mit Tumorentwicklung und —progjoes bei COPD-Patienten (Cappelo
2007). Neure Studien zeigen das HSP 60 auch ims@lton intrazellularen Vesikeln und
Oberflachen der normalen und Tumorzellen sowie il Borkommen (Capello, 2014). Die
extrazellulare Form dient der Kommunikation zwisthelen Tumorzellen und dem
Immunsystem und von diesem als Alarmsignal gedgierendino, 2010). Die vermehrte
Expression durch Tumorzellen scheint aber auchTdimorentwicklung und Progression zu
unterstitzen (Rappa, 2012, Pace 2013). In eineticBen Arbeit korrelierte die erhdhte

Expression von HSP 60 mit dem TNM-Stadium bei Ademninomen der Lunge (Xu 2011),
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wahrend Li und Zhang durch die Apoptose-Inhibit@aach ein erniedrigtes HSP 60-Spiegel
beobachteten (Li 2011).

2.6 Hitzeschockproteine 70 Kda (HSP 70)

HSP-70 findet sich in nahezu allen Organismen |lenaellularen Kompartimenten und selbst
im extrazellularem Raum (Feige und Polla 1994). Wiehtigste Funktion der HSP 70 ist als
molekulares Chaperons. In einer normalen, nichtrgesten Zelle sind die HSP 70 an zwei
verschiedenen Chaperonfunktionen beteiligt. DigeeFRunktion dient der Proteinfaltung, die
zweite Funktion dient der Translokation von Prageinin verschiedene Zellkompartimente.
Daruber hinaus ist HSP70 ebenfalls an der Regulales Zellzyklus beteiligt (Helmbrechtet al.,
2000). Durch Bindung an Monozyten fihrt zur Freseag von pro-inflammatorischen
Mediatoren TNF Alpha, IL-6 und IL-1 Beta (Asea u@dlderwood, 2000). Es dient also nicht
nur zur Schutzfunktion, sondern auch als Signal &larmierung des Immunsystems. Die
Expression von HSP 70 ist auch substantiell erhbhtlen Epithelien der Luftwege und
Alveolarmakrophagen von Patienten mit Asthma. Dighél der Expression korreliert mit der
Schwere der Krankheit und mit dem Prozentsatz desinephilen Zellen in der
Bronchialflussigkeit (Inflammation) (Ribero 1994Einige andere Studien konnten eine
Beteiligung von HSP 70 auch an verschiedenen Aspekles Immunsystems nachweisen
(Kaufmann und Schoel, 1994). Bei gesunden Nichtraut konnten HSP 72 und HSP 90 in
Zylinderepithelien der oberen Atemwege in relatikolfen Mengen nachgewiesen werden
(Bonay 94). Die Beteiligung von Hsp70 an apopttiEst Prozessen ist vielfaltig und betrifft
sowohl AIF (apoptosis inducing factor)-unabhangigds auch abhéngige Prozesse und
verschiedene Zeitpunkte innerhalb der apoptotischigmalwege (Ravagnan et al., 2001). In
Mauszellen konnte gezeigt werden, dass erhdhtes7Hspu einer Abnahme von
strahleninduzierten Schaden fihrte. Die Apoptosera@r erniedrigt und der durch die
Bestrahlung induzierte Arrest in der G2/M-Phasedeueduziert (Lee 2001). Neben den bereits
unter physiologischen Bedingungen wichtigen Fumdisind die Hauptaufgaben vor allem die
Unterstitzung von Vorgangen, die dem Schutz deeZeler der Reparatur von Schadigungen
nach Stress dienen. HSP 70 wird nicht nur untersiplggischen Bedingungen exprimiert,
sondern auch bei verschiedenen Tumorerkrankungemlerbéi  korreliert die erhohte
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Konzentration von HSP 70 mit Tumorproliferation, telgtasierung und schlechter Prognose
(Ciocca 2006). Ein prominentes Beispiel ist didigkeit von Tumorzellen, durch ein erhdhte
Hsp70-Expression einen Schutz vor Apoptose zu iederz. Die Expression der HSP 70 an der
Zelloberflache bei Tumorzellen ist abhangig von dgtoplasmatischen Menge. In vitro-
Untersuchungen haben ergeben, dass die HSP 70 diewzyten und andere Zellen vor
Hydrogenperoxidase, Apoptose und letalen Tempematuschitzt (Kiang et al., 1998).
Andererseits verringert die Inhibierung der Expi@ss/on HSP 70 das Uberleben der Zellen.
Die Mikroinjektion von Anti - HSP 70 - Antikdrpenm die Fibroblasten zur Neutralisierung der
HSP 70 lieR die Verletzbarkeit der Zellen gegenubabletalen Temperaturen ansteigen
(Riabowol et al., 1988). Eine erhdhte Expression WSP 70 wurde auch bei den meisten
NSCLC-Patienten festgestellt. Unter platinbasiea#juvanter Chemotherapie hatten resezierte
HSP-70-positive Patienten ein besseres Outcomdi@lBatienten, die nicht exprimierten. HSP
70 konnte hier als pradiktiver positiver Faktortgel(Tai Sun, 2014). Unter Ibuprofen konnte
bei Adeno-Ca-Patienten die Expression von HSP Térreguliert und damit durch die fehlende
Schutzfunktion des Proteins die Wirksamkeit vonpaisn gesteigert und die Dosis inklusive
Nebenwirkungen reduziert werden (Endo, H., 20143. Kdnnten auch die anti-apoptischen
Eigenschaften des HSP 70 eine Rolle spielen (Cakerphy, 2014). Bei metastasiertem
kleinzelligen Bronchialkarzinom war die Expressimm HSP 72 bei Patienten mit dem Genotyp
GG im Vergleich zu Allel A-Tragern niedriger unardit auch mit einem kurzeren Uberleben

bei Genotyp GG-Patienten assoziiert (Szondy 2012).

2.7 Hitzeschockproteine 90 Kda (HSP 90)

Diese Proteinfamilie gehort zu den allgegenwartigenlekularen Chaperone, die in der
Stresstoleranz und in der Proteinfaltung einergsske Rolle spielen. HSP 90 ist ein ubiquitar
und gut konserviertes Protein, dessen Synthesdrdlsort auf zellularen Stress erhoht ist
(Parsel, Schlessinger 90, 93) und in Tumorzellersoleedener histologischer Typen des
Bronchialkarzinoms erhoht ist. HSP 90 bindet zusam mit einigen akzessorischen Proteinen
ATP-abhangig neu synthetisierte Rezeptoren depfgtesrmongrossfamilie und halt sie in einer
Konformation, die ihren Transport in den Zellkererindert. Erst nach Bindung des
zugehdrigen Hormons kommt es zur Entfernung derddihock-Proteine und der Hormon-

Rezeptor- Komplex kann nun in den Kern translozietden und dort seine Funktion erfullen.
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Die wichtigste Funktion fir HSP 90 besteht wahesclch darin, dass es Bestandteil einer
Chaperon-Maschinerie in der Chaperone der Gruppe BigE HSP 70, HSP 60 und andere
Proteine eine Ubergeordnete Struktur bilden, an deu synthetisierte oder durch
unterschiedliche Schéadigungen in ihrer Konformaberintrachtigte Proteine gebunden werden.
Sie erlangen dadurch die Mdéglichkeit, sich in detive, biologisch aktive Form zu falten
(McDonald, Workmann, 2006). HSP 90 kann in vitre iroteinaggregation verhindern und die
Faltung beférdern (Weich et al., 1992), aber inovist es funktionell angebunden an einen
Multiproteinkomplex mit einer Anzahl assoziierterokine (Hwang, Moreti, 2009). In einer
aktuellen Studie zeigten sich signifikant erhohtasmawerte von HSP 90 bei Patienten mit
Bronchialkarzinom unter der Chemotherapie als laieRten mit partieller Remission. Somit
konnte HSP 90 als diagnostischer Biomarker fir @&eurteilung der Effektivitat der
Chemotherapie (Shi, Liu, 2014) genutzt werden. W@dir in einer anderen Arbeit die
Hochregulierung der HSP-90-Expression zusammen Ambhexin Al mit schlechterem
postoperativen Uberleben und lymphogener Metastasy assoziiert war (Rong Biaoxue
2012). HSP 90-Inhibitoren (Ganetespib) fuhrtedWachstumshemmung und Tumorregression
in NSCLC-Zellinien und Tumor-Xenotransplantatmoedelsowohl als Monotherapie als auch in
Kombination mit anderen Medikamenten (Docetaxé)lSP 90-Hemmung hat besondere
Wirksamkeit in der molekularen Subtypen von NSClWie EGFR-mutierten und ALK
(anaplatic-lymphoma-Kinase)-positiven PatienteligP2014).
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3 Zielsetzung der Arbeit

Die Exposition von Tumorzellen mit Chemotherapeautiknd Bestrahlung bedeutet fir diese
Zellen toxischen/oxidativen Stref3, den sie nur lkur@ktivierung entsprechender
Abwehrmechanismen Uberleben kdnnen. Dabei werderhdlie Stresseinwirkung verschiedene
Hitzeschockproteine in der Zelle exprimiert. Dieeatbeschriebenen Proteine (HSP 32, HSP 47,
HSP, HSP70 und HSP90) stellen aufgrund der vornidge Daten zentrale Regulatoren im
Zellzyklus oder in der Immunantwort auf malignell@e dar. Durch die veranderte
Pathophysiologie im Rahmen der Tumorerkrankungen ldinge tritt ein Teil der Zellen aus
dem Lungeninterstitium in den Alveolarraum Uber, dass Uber die Analyse der BAL-
Flissigkeit Ruckschlisse auf die interstitiellenZ&sse in der Lunge gezogen werden. Konkret
konzentriert sich die vorliegende Arbeit auf dieSeagen: Koénnen durch das HSP-
Expressionsverhalten in der Bronchiallavage vommadipatienten RuUckschlisse auf die
Effektivitat der Chemo- und Strahlentherapie bzwesiBtenzentwicklung durch die in der
Literatur beschriebene Unterdriickung der Apoptosad udamit Assoziation mit
Tumorprogression  gezogen werden und gibt es eiBerluss auf den Verlauf der
Tumorerkrankung durch parallelen Schutz der gesurtidlen von konsekutiven Folgen der
oxidativen Belastung wahrend der Chemo- und Stndidgapie? Hierzu wurden
Bronchoalveolarlavagen von 95 konsekutiven Patrenié Bronchialkarzinom unter oder nach
zytoreduktiver Therapie untersucht. Mittels duhes$zytometrischer Methoden wurde dabei die

Expression von 0.g. HSPs in der Bronchoalveolagawbestimmt.
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4 Material und Methoden

4 1Patientenkollektiv

4.1.1 Unterteilung in die Therapiegruppen

FUr unsere Arbeit konnten insgesamt 95 broncleoddy Lavagen von Patienten mit
fortgeschrittenem, nicht operablem Bronchialkarmingewonnen werden. Die Bronchoskopie
erfolgte zur Diagnostik im Rahmen des Tumorstagings zur Remissionskontrolle unter oder
nach Chemo- und Radiotherapie. Die Weiterverabgitarfolgte in dem Molekularbiologischen

Labor der Universitatsklinik in der Charité in Berl

Die Patienten wurden in folgenden 3 Gruppen uriterte
Gruppe 1 Patienten in kompletter Remission (CR)
Gruppe 2 Patienten unter laufender Chemotheragig (C

Gruppe 3 Patienten unter laufender Radio-Chemaqtiee(RCT)

Gruppe 1

Patienten, die im Rahmen einer Kontrolluntersuchnagh operativer Tumorentfernung zur
einer Kontrolluntersuchung kamen und in der ak&relntersuchung kein Verdacht auf erneutes

Tumorwachstum zeigten, wurden in diese Gruppe soigessen.
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Gruppe 2

Dieser Gruppe wurden Patienten zugeordnet, dier writeer laufenden Chemotherapie bei
Uberwiegend metastasiertem Tumorwachstum zur Remsontrolle untersucht wurden.
Hierbei waren mindestens 2 Zytostatika-Gaben verebt worden. Bei den meisten Patienten
erfolgte eine kombinierte Chemotherapie. Hierberden zur Therapie des Bronchialkarzinoms
(NSCLC und SCLC) die folgenden Ublichen Zytostakiabinationen eingesetzt:

Tabelle 6: Verwendete Chemotherapiekombinationemehandlung des Bronchialkarzinoms

Platinbasierte Kombinations-Chemotherapien:

Gemcitabin / Cisplatin

Paclitaxel / Carboplatin

Etoposid / Vinorelbin / Carboplatin
Mitomycin C / Ifosfamid / Cisplatin
Adriamycin / Vinblastin / Carboplatin
Ifosfamid / Etoposid / Carboplatin

Ifosfamid / Carboplatin

Nicht platinbasierte Kombinations-Chemotherapien

Gemcitabin / Vindesin
Vindesin / Mitomycin
Cyclophosphamid / Etoposid

Ifosfamid / Etoposid
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Gruppe 3

In dieser Gruppe wurden Patienten eingeschlossé®, dentweder nach erfolgreicher
vorangegangener Chemotherapie mit partieller odenptetter Remission, oder bei unter
Chemotherapie progredientem Tumorwachstum strdidesypiert wurden. Die Strahlentherapie

erfolgte konventionell fraktioniert mit bis zu emé@orakalen Gesamtdosis bis zu 45 Gy.

4.1.2 Tumorhistologie

78 Proben, entsprechend 74%, stammten von Patiemteh nicht kleinzelligem
Bronchialkarzinom, 17 Proben, entsprechend 26%, Jatienten mit kleinzelligem

Bronchialkarzinom.

Die Gruppe der nicht kleinzelligen Bronchialkarzim® umfasste folgende histomorphologische
Diagnosen: Plattenepithelkarzinom: 25 Félle, estspend 19,5%, Adenokarzinom: 34 Falle,
entsprechend 26,5%, grof3zellige Karzinome:10 Féhésprechend 7,8% der Proben. Der Rest

waren Mischtumoren oder Karzinoide.

Gruppe Patienten Prozent m/w SCLC/NSCLC
1 43 45,3 39/4 5/38
2 30 31,6 28/2 8/22
3 22 23,2 21/1 4/18

Tabelle 7:Charakteristika der Patienten bezogen auf die Grupier analysierten Proben

Remissionskriterien
Die Beurteilung der Tumorremission unter chemotpierd herapie erfolgt geman den gultigen
WHO-Kriterien (1979):

Komplette Remission (CR):Verschwinden des vorhandenen Tumors, Bestatiguhgraheiner
Kontrolluntersuchung im Abstand von mindestens £Nén.

Partielle Remission (PR): Mindestens 50%ige Verkleinerung der geometrischen

GesamttumorgrofRe des Tumors fur mindestens 4 WocWéiterhin dirfen keine neuen
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Gewebeveranderungen entstanden und keine Anzefitheime Progression bereits bestehender

Gewebeveranderungen vorhanden sein.

Stable Disease (SD):Es ist weder eine 50%ige Verkleinerung der geos@ien
GesamttumorgréRe noch eine 25%ige Groélenzunahmer eder mehrerer mel3barer
Gewebelasionen nachweisbar, und es besteht keiei¢ghen fir das Auftreten einer neuen

Lasion.

Progression (PD): Zunahme der Gréf3e mindestens einer mel3baren Gewmel um

mindestens 25% oder Entstehung neuer Gewebeléasionen

Die Dauer der partiellen Remission ist definiers aler Zeitraum ab der ersten Gabe der
Chemotherapie bis zum Zeitpunkt des dokumentieBeginns der Progression. Die Dauer der
kompletten Remission ist definiert als Zeitraum agdkumentiertem Beginn der kompletten

Remission bis zum Zeitpunkt, an dem die Krankheitgpession erstmalig beobachtet wird.

4.2 Brochoalveolare Lavage (BAL)

Durch die bronchoalveolare Lavage werden Zellen Alesolarraums durch Verdinnung und
Auswaschung des alveolaren epithelialen Flussigidens (epithelial lining fluid, ELF) mit

physiologischer Kochsalzlésung gewonnen. Die za&kul Differenzierung zeigt beim
Lungengesunden mit 85% zum grof3ten Teil Alveolammlkagen, gefolgt von Lymphozyten
(15%) und neutrophilen Granulozyten (3%). Danehiedeh sich vereinzelt Mastzellen und
eosinophile Granulozyten. Ein Teil dieser Zellent taus dem Lungeninterstitium in den
Alveolarraum Uber, so dal? die BAL-Flussigkeit (BALRUckschlisse auf die zellularen
Bestandteile des Interstitiums erlaubt bzw. inieefie Prozesse in der Lavageflissigkeit
gleichsam gespiegelt werden (Hunninghake et al.,1979; Weiland et al.,1989). Da die

Makrophagen den grol3ten Anteil der BAL-Zellen aucshem erfolgte eine

durchflusszytometrische Zelldifferenzierung zwistheGranulozyten, Lymphozyten und
Makrophagen nicht. Die aktivierten Alveolarmakrogea in der BAL dienten uns als

Zielgruppe fur die Untersuchung der HSP-Expression.
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Die bronchoalveolare Lavage wird durch Einspllend usnschlieRendes Absaugen von
Flissigkeit Uber ein flexibles Fieberglas-Bronchaskgewonnen. Diese Flissigkeit ist ein
Gemisch aus dem Flussigkeitsfilm der peripherenn&nen und Alveolen (epithelial lining
fluid) und dem zuriickgewonnenen Anteil des eingtepiMediums (NaCl 0,9%).

Den Anfang einer Analyse der bronchoalveolaren gavikilden die Bestimmung der Zellzahl
und der Zelldifferenzierung in der gewonnenen Pr&e sind die am haufigsten durchgefihrten
Untersuchungen und im Vergleich zu andere Untersugén am weitesten standardisiert.

4.2.1 Durchfiuihrung der BAL

Nach entsprechender Aufklarung und Vorbereitung Basienten und unter Kontrolle der
Vitalparameter sowie O2-Gabe Uber eine Nasenscerfiglgte in Lokalandsthesie die
bronchoskopische Untersuchung. Dabei wurden nasjektion des Lokalbefundes 100ml einer
isotonen Kochsalzlosung fraktioniert instilliertieDrickgewonnenen Proben wurden innerhalb
von 4 Stunden in unser Labor verbracht. Alle bhmalveolaren Lavagen wurden in der
Lungenklinik in Treuenbritzen, Lehrkrankenhaus @earité, Chefarztin Frau Dr.med. C. Oehm,

durchgefuhrt.

4.2.2 Aufbereitung der Proben

Die Zellen wurden wéhrend einer bronchoskopischeitlu®ig mit etwa 10 bis 20 ml isotoner
Kochsalzlésung gewonnen. Zunachst wurden die Prahenh eine zweilagige Kompresse
zweimal filtriert, um die Schleimflocken aus deroPe zu entfernen und damit eine unndétige
Verstopfung der Gerate zu vermeiden und fur 10 kinubei 900 Umdrehungen/Minute
zentrifugiert. Der Probentuberstand wurde dann dedtzw. verworfen und die Zellpallets mit
1ml bis 2 ml einer 2% BSA verdinnten PBS- Losuntpgie Anschlielend wurde mit einem

Coulter Counter (Fa Coulter Immunotech, D-Krefefdginer 5 pl-Probe die Zellzahl bestimmit.

4 .3 Fixation

Es erfolgte dann noch eine sanfte ZentrifugationRteben bei 1400 Umdrehungen/Minute fur
15 Minuten, um die Zellen (1-2 x 10 hoch 6) danil@®u einer 1% Paraformaldehydlosug fur

30



10 Min in Raumtemperatur zu fixieren. (Die Fixiegstbsung wurde frisch aus 0,3 ¢
Paraformaldehyd in 10 ml PBS bei 70°C aufgeltst andchlieRend auf Raumtemperatur
gekuhl). Die fixierten Zellen wurden mit 1ml PBS bei einererdrifugation von 1200

Umdrehungen/Minute gewaschen.

4.4 Permeabilisation und Inkubation mit Antikdrpern

Die Permeabilisation und Inkubation der Zellen #uittikorpern erfolgte simultan. Nach der
Fixierungstufe wurden die Zellen in 50 pl einer 046 Saponinlosung (Aufbewahrung bei —
20°C) und 50ul der in PBS-BSA 1:100 verdinnten ArdSP - Antikérper (Stressgen, Sigma
und Dako) fur 10 Minuten in Raumtemperatur inkubignd bei einer Zentriguation von 1200
Umdrehungen/Minute in 1ml PBS gewaschen. Danacldevaien Zellen noch mal 50ul der
Saponinlésung hinzugefugt, um sie dann mit 50u skekundaren Antikoérpern (FITC-
konjugierte Fab-Fragmente der Anti-Maus IgG, verditi30 in PBS-BSA von Stressgen und
Dako) fur 10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperaaur inkubieren. Bei der letzten
Zentrifugation 1200 Umdrehungen/Minute wurden dielleéh nochmals mit 1ml PBS-BSA
gewaschen und als letzter Schritt die ZellpellatH00ul PBS verdinnt und dann unter dem

Durchflusszytomer analysiert.

Die Negativkontrolle erfolgte mit dem jeweiligerotgp des Primarantikorpers (IgG 1, 1gG 2a)

in analogen Arbeitsschritten.

Verwendet wurden folgende Isotyp-Kontroll-Antikrpend HSP-Antikorper:

IgG 1, IgG 2a (DAKO Diagnostika GmbH, D Hamburg)
HSP 32, 47, 60 und 7 (DAKO Diagnostika GmbH, D Hamburg)

HSP 90 (Sigma, D Deisenhofen)
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4.7 Die durchflusszytometrische Analyse

Die multiparametrische Durchflusszytometrie (Bectitkinson) beruht auf der simultanen
Analyse von Fluoreszenzsignalen, VorwartsstreulicliZellgroRe), Seitwartsstreulicht
(Zellgranularitéat) und bis zu vier verschiedenenudreszenzsignalen hydrodynamisch
fokussierter Zellen in Einzelzellsuspensionen,sdiguentiell an einem Messpunkt vorbeigefiihrt
werden. Die FITC konjugierten Antikbrper wurden clueinen 488 nm Argon Laser analysiert.

Die Verstarkungsstufe und —art erfolgte logarrhyiguh.

Die Auswertung erfolgte auf der Grundlage der Matsmdn nach dem derzeit giltigen und
herstellunabhéngigen ,FCS 2,0" (Data File Stand@asmittee of the Society for Analytical
Cytologie, 1990). Die durch Verunreinigung verutdaa Storsignale konnten anhand der
grafischen Darstellung in Form eines Dot Plots dd&togramms diskriminiert werden. Die
exprimierten HSP Mengen wurden in MPC ( Mean pdanoel of fluorescence intensity), dem

durchnitlichen Fluoreszenzwert angegeben.

260.003

200

Counts

102 104
HSP 32 FITC
Flle: 260.003 Sample ID: 260
Tube: HSP 32 Acquisition Date: 29-Jul-99
Total Events: 10000 X Parameter: FL1-H HSP 32 FITC (Log)

Marker Evenis % Galed % Total Mean GeoMean CV  Median Peak PeakCh
Al 10000 100,00 10000 31.79 16.37 325.3%  19.11 224 i

Abb.2: Darstellung der HSP-Expression als Histognamach durchfluRzytometrischer Messung.
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4.8 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Prograr®RASS, Version 8, auf einem IBM-
kompatiblen Personalcomputer. Die Auswertung waaeh durch das Institut fiir Biometrie und
klinische Epidemiologie in Berlin unterstitzt. Alngegebenen Mittelwerte entsprechen dem

arithmetischen Mittelwert, die Abweichungen wurdds Standardabweichungen angegeben.

Zum Vergleich von unverbundenen Stichproben wurelenicht-parametrische Mann-Whitney-

Test herangezogen.

Zur graphischen Darstellung der Werteverteilungr idie Gruppen wurden Box-Plots gewahlt.
Bei nummerischen Datenformat erfolgte der Vergleiclker Testvariablen dber die
Gruppenvariable unter der Hypothese nicht normé&bilear Daten parameterfrei mit dem
Kruskal-Wallis-Test.

Zur Beschreibung numerischer Variablen mit nichtnmal verteilten Werten wurden folgende
Parameter tabellarisch angegeben: Median, MinimMi@aximum, 24.Perzentil, 75. Perzentil.
Fur alle angewendeten Testverfahren wurde alsnhistvahrscheinlichkeit ein Alpha-Fehler von

0,05 angenommen.
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5 Ergebnisse

5.1 Patienten-Charakteristika

Es konnten insgesamt 95 Lavageproben von Patienitefortgeschrittenem Bronchialkarzinom

weiter verarbeitet, untersucht und analysiert werde

Die folgende Tabelle fasst die Charakteristika Batienten, der malignen Erkrankung und

Metastasierung zusammen:

Anzahl der Patienten Anteil in Prozent
Geschlecht
-mannlich 88 92,6
-weiblich 7 7.4
Alter
-Minimum 27
-Maximum 80
-Mittelwert 69
NikotinmiRbrauch
-Raucher 68 71,6
-Ex-Raucher -
-Nichtraucher 18 18,9
-unbekannt 9 9,5
Tumorhistologie
-SLC 17 17,9

34



-NSCLC, davon 78 82,1
-PlattenepithelKarzinome 29 37,2
-Adenokarzinome 24 30,7
-Grol3zellige Karzinome 15 19,3
-Andere 10 12,8
Metastasen

-Knochen-Leber 5 53
-cerebral 6 6,3
-Pulmonal 6 6,3
-Lymphknoten 78 82
Gesamtzellzahl in der BAL x 103/ul

-Minimum 1,7

-Maxium 24

-Mittelwert 7,4

Tabelle 8: Gesamtcharakteristika der Patienten

Die Proben wurden in folgenden Gruppen eingeteilt:

CR: Gruppe der Patienten in Kompletter Remission (Gr.1)
CT:  Gruppe der Patienten unter Chemotherapie 2)Gr.
RCT: Gruppe der Patienten unter Chemo- und Radiape  (Gr.3)

Der folgenden Tabelle kann die Patientenzahl unel Erozente der jeweiligen Gruppe

entnommen werden.
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Patientengruppen Patientenzahl Prozent

43 45,3
Komplette Remission (CR)

30 31,6
Chemotherapie (CT)

22 23,2

Radio-Chemotherapie (RCT|

p—

95 100

Gesamt

Tabelle 9: Gruppeneinteilung und Patientenzahl

Wie den obigen Tabellen mit unterschiedlichen Cktaratika zu entnehmen ist, war eine
Einteilung nur anhand der erfolgten Therapie und deeichten Therapieeffektes maoglich.
Hauptziel war eine breite Kontrollgruppe mit relaidentischen Eigenschaften zu rekrutieren
und weitere Gruppen, bei denen eine relevante Ege der HSP stattfinden kann.
Letztendlich erfolgte folgende Einteilung: Patemtdie im Rahmen einer Kontrolluntersuchung
nach operativer Tumorentfernung zur einer Kontrabusuchung kamen und in der aktuellen
Untersuchung kein Verdacht auf erneutes Tumorwaaihgteigten, wurden in die erste Gruppe
eingeschlossen und wurden als Kontrollgruppe zugitenen Vergleich vorgesehen. Bei den
meisten Patienten war eine Lungenlappenresektioige 39 Patienten waren mannlichen und
4 Patienten weiblichen Geschlechts. 38 Probemratan von Patienten mit nicht kleinzelligem

Bronchialkarzinom, 5 Proben von Patienten mit kielhigem Bronchialkarzinom.

Der zweiten Gruppe wurden Patienten zugeordnetuiier einer laufenden Chemotherapie bei
Uberwiegend metastasiertem Tumorwachstum zur Remgsntrolle untersucht wurden.

Hierbei waren mindestens 2 Zytostatika-Gaben verabt worden.
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Bei den meisten Patienten erfolgte eine kombini€temotherapie, die bereits im Kapitel
Material und Methoden angegeben wurde. 28 Patiewsaen mannlichen und 2 weiblichen
Geschlechts. 22 Proben, stammten von Patienteniaht kleinzelligem Bronchialkarzinom, 8
Proben, von Patienten mit kleinzelligem Bronchiatkaom.

In der dritten Gruppe wurden Patienten eingeschigsslie entweder konsolidierend nach
erfolgreicher vorangegangener Chemotherapie miigliar oder kompletter Remission, oder
bei unter Chemotherapie progredientem Tumorwachsgimahlentherapiert wurden. Die
Strahlentherapie erfolgte fraktioniert von 14 bis einer thorakalen Gesamtdosis von 45Gy.
Eine Patientin war weiblichen Geschlechts, 21 R#&tie waren mannlichen Geschlechts. 18
Proben stammten von Patienten mit nicht kleinzethg Bronchialkarzinom, 4 Proben von

Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom.

Vor der Fixierung wurde die Zellzahl mit einem GeulCounter (Fa Coulter Immunotech, D-
Krefeld) in einer 5 pl-Probe bestimmt. Es fand seame Streubreite von 1,7 bis 24x103 Zellen
pro ul, im Durchnitt 7,4x10% Zellen pro pl in alldroben. Ein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen konnte nicht festgestellt ererd

Die Vitalitatsprifung der durch bronchoalveolareavhge gewonnenen Zellen wird in der
Literatur mit der Trypan-Blau-Methode beschrieb@neiner dhnlichen Arbeit lag im Mittel der
Anteil der hiermit gefarbten avitalen Zellen in dBALF zwischen 25% und 35%. Das
Verteilungsmuster innerhalb der Subgruppen der éfroim verschiedenen Therapiestudien
erbrachte im Kruskal-Wallis-Test keine signifikamt&nterschiede (Beinert, 2001). Bei einem
auszugehenden vitalen Zellanteil zwischen 65% ub®#b #rfolgte in meiner Arbeit keine

Vitalitatsprufung.

In den Gruppen wurden die folgende Anzahl von Pmofgstematisch durchflusszytometrisch

aufgearbeitet:

HSP (kDa) PatientenproberProzent Ausgeschlossen Prozent
HSP 32 70 73,7 25 26,3
HSP 47 93 97,9 2 2,1
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HSP 60 92 96,8 3 3,2
HSP 70 94 98,9 1 1,1
HSP 90 95 100 0 0

Tabelle 10: Gesamtzahl der Proben der jeweiligeR-H&milie

In folgenden Tabellen werden die HSP-Expressionerzetn fiur alle Patientengruppen

dargestellt:

HSP 32 Mittelwert Median Minimum Maximum

CR 47,7037 34,5400 4,31 156,36
CT 62,5845 38,9350 6,23 289,01
RCT 57,5117 42,9700 4,83 189,65
Insgesamt 54,4774 36,0100 4,31 289,01
Tabelle 11: Expression von HSP-32

HSP 47 Mittelwert Median Minimum Maximum

CR 67,3564 35,8650 3,75 251,70
CT 66,0248 41,0100 1,36 321,72
RCT 57,8982 37,9000 0,83 189,58
Insgesamt 64,7038 36,3600 0,83 321,72
Tabelle 12: Expression von HSP 47

HSP 60 Mittelwert Median Minimum Maximum
CR 60,9900 30,0700 3,56 369,51
CT 68,4259 31,0900 7,76 358,72
RCT 51,6305 28,9850 2,83 185,98
Insgesamt 61,0958 30,5650 2,83 369,51

Tabelle 13: Expression von HSP 60
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HSP 70 Mittelwert Median Minimum Maximum
CR 61,0274 50,0650 5,53 180,63
CT 52,0637 49,2900 7,20 161,46
RCT 47,1382 46,0500 2,45 94,09
Insgesamt 54,9160 47,0050 2,45 180,63
Tabelle 14: Expression von HSP 70

HSP 90 Mittelwert Median Minimum Maximum
CR 83,8088 48,9100 1,52 565,53
CT 101,3757 67,2200 6,74 360,02
RCT 79,6523 76,1950 4,05 192,15
Insgesamt 88,3937 64,8700 1,52 565,53

Tabelle 15: Expression von HSP 90

Zusammenfassend werden in der Tabelle 16 alle Ragentengruppen mit den Expressionen
von sechs HSP-Familien sowie ihren Mittelwertengdatellt. Wie in dem Beispiel HSP 32
verdeutlicht, hatte das HSP 32 einen Mittelwert ¥@nin der CR-Gruppe, einen Mittelwert von
62 in der CT-Gruppe und 57 in der RCT-Gruppe. Dedmgste Wert lag bei 4,3 und der hochste
Wert bei 283. Der Medianwert lag bei 34. Wie zu amen, war der Mittelwert und der

Medianwert in der CR-Gruppe kleiner als in den aeddeiden Gruppen.

So verhielten sich aber nicht die anderen Hitzeskghoteine, wie z.B. das HSP 47 oder das
HSP 70. Der kleinste Mittelwert der HSP 47 lag hichder CR- Gruppe, sondern in der RCT-
Gruppe. Die Mittelwerte in der CR und CT- Gruppeevafast identisch 67 und 66.

Identisch war auch die Expression von HSP 60 und#0 kleinste Mittelwert der HSP 90 lag
in der RCT- Gruppe mit 79 und der hochste Mittetwait 101 lag in der CT- Gruppe. In der
CR- Gruppe lag er bei 79.
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Gruppen HSP32 HSP47 HSP60 HSP70 HSP90
1CR N 32 42 41 42 43
Mittelwert 47,7037 67,3564 60,9900 61,0274 83,8088
Median 34,5400 35,8650 30,0700 50,0650 48,9100
Minimum 4,31 3,75 3,56 5,53 1,52
Maximum 156,36 251,70 369,51 180,63 565,53
2CT N 20 29 29 30 30
Mittelwert 62,5845 66,0248 68,4259 52,0637 101,3757
Median 38,9350 41,0100, 31,0900 49,2900 67,2200
Minimum 6,23 1,36 7,76 7,20 6,74
Maximum 289,01 321,72 358,72 161,46 360,02
3RCT N 18 22 22 22 22
Mittelwert 57,5117, 57,8982 51,6305 47,1382 79,6523
Median 42,9700 37,9000, 28,9850, 46,0500 76,1950
Minimum 4,83 0,83 2,83 2,45 4,05
Maximum 189,65 189,58 185,98 94,09 192,15
Insgesamt N 7( 93 92 94 95
Mittelwert 54,4774 64,7038/ 61,0958 54,9160 88,3937
Median 36,0100 36,3600, 30,5650/ 47,0050 64,8700
Minimum 4,31 0,83 2,83 2,45 1,52
Maximum 289,01 321,72 369,51 180,63 565,53

Tabelle 16: Ubersicht tiber die Expression von Hitheckproteinen in allen Patientengruppen.
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In der Tabelle 17 wurde fur einen direkten Verdieider HSP- Expressionen eine andere
Darstellung genommen. Neben den Medianwert wurdes@tzlich die 25 und 75 Perzentile
Angegeben, damit die Verteilung der HSP in verstdmeGruppen besser beurteilt und sie in

Form von Dot Plots dargestellt werden kann.

Anzahl N 25.Perzentil 75.Perzentil
Gruppen 1 CR HSP32 43 17,68 63,47
HSP47 43 16,62 104,43
HSP60 43 16,91 93,14
HSP70 43 29,51 90,04
HSP90 43 28,46 96,92
Gruppen 2 CT HSP32 30 11,76 63,62
HSP47 30 13,52 68,32
HSP60 30 14,98 73,53
HSP70 30 26,69 62,87
HSP90 30 19,44 138,41
Gruppen 3 RCT | HSP32 22 11,22 99,93
HSP47 22 12,97 102,08
HSP60 22 10,95 63,61
HSP70 22 31,49 63,86
HSP90 22 36,33 104,36

Tabelle 17: Expression der HSP mit Darstellungafeund 75 Perzentile
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5.2 Explorative Datenanalyse

Durch die explorative Datenanalyse wird die Veweg der Expressionen in allen drei
untersuchten Gruppen wie folgt dargestellt:
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Abb. 3:Expression der HSP-32

Die Expression der HSP-32 war in allen Gruppen a@sagit niedrig, wobei die grofdte
Streubreite der gemessenen Werte in der dritterpggrwer Patienten lag, die kombiniert mit
Chemotherapie und Radiatio behandelt wurden. Temdlewar eine niedrigere Expression in
der ersten Gruppe der Patienten, die sich in komeplé&kemission befanden und der akute
zellulare Stress fehlte. Hohere Werte wurden in @& und RCT-Gruppe gemessen, wo

zellularer Stress noch vorhanden war und die Kraitkhweiter fortschritt.
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Abb. 4:Expression der HSP-47

Die groldte Streubreite fand sich hier in der Koigrappe, wahrend die Mittelwerte der

exprimeirten HSP 47 ziemlich identisch in allenideeuppen und statistisch nicht signifikant

waren
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Abb. 5: Expression von HSP 60

In der HSP-60-Expression fand sich tendentiell eireelriegere Expression in der Gruppe der
Radiochemotherapie (CRT). Die grof3te Streubreitedevin der CR-Gruppe festgestellt. Auch
hier verzeichnete sich nach Man-Whitnay-Test ketagistische Signifikanz zwischen allen drei

Gruppen.
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Abb. 6: Expression von HSP 70

Die Expression von HSP 70 nahm tendentiell Gbeigopen ab und war am niedrigsten in der
Radiochemotherapie-Gruppe (CRT), statistisch dkgnif war es aber nicht (Man-Whitnay-Test,
asymptotische Signifikanz: p=0,36). Hier lag diélge Streubreite in der Gruppe in kompletter
Remission (CR-Gruppe).
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Abb. 7: Expression von HSP-90

Die hochste HSP-90 Expresion und die grof3te Stedtgbfand sich bei den Patienten unter der
Chemotherapie, wahrend in beiden anderen GruppenWdirte relativ identisch und ohne

statistische Signifikanz waren.
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5.3 Nichtparametrische Tests: Man- Whitnay-Test

Zur Beurteilung von Expressionsunterschieden zwesctien untersuchten Patienten Gruppen
wurden nicht-parametrische Tests, wie Man-WhitnagtI herangezogen. Die Expression der
Hitzeschockproteinewurde zwischen allen drei Grappeteinander verglichen. Erstens wurde
zwischen den Patienten in kompletter Remission (@R unter Chemotherapie(CT) verglichen
(siehe Tabelle 18).

HSP32 HSP47 HSP70 HSP90 HSP60
Mann- 316,000 550,000 550,000 573,000 570,000
Whitney-U
Wilcoxon-W 526,000 985,000 1015,000 1519,000 100%,0
z 0,075 0,690 0,914 0,807 0,292
Asymptotische 0,940 0,490 0,361 0,420 0,770
Signifikanz
(2-seitig)

Tabelle 18: Gruppenvariablen Komplette Remissiath@hemotherapie (CR und CT)

Auch in den beiden anderen Vergleichen zwischen Batientengruppen in kompletter
Remission und unter Chemo- und Radiotherapie, kamischen Strahlen- und Chemo-
therapeutisch behandelten Patienten, zeigte sich, iv den Tabellen 19 und 20, Kkein
signifikanter Unterschied in der HSP- Expressione (ésymptomatische Signifikanz lag
zwischen 0,2 und 0,9).

HSP32 HSP47 HSP70 HSP90 HSPG60
Mann-Whitney-U 287,000 416,000 388,000 407,000 @ao,
Wilcoxon-W 815,000 669,000 641,000 1353,000 663,000
Z 0,020 0,650 1,046 0,915 0,591
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Asymptotische 0,984 0,516 0,296 0,360 0,554

Signifikanz

(2-seitig)

Tabelle 19: Gruppenvariablen Komplette Remissiah Radio-Chemotherapie (CR und RCT)
HSP32 HSP47 HSP70 HSP90 HSP60

Mann-Whitney-U 177,000 313,000 324,000 324,000 300,

Wilcoxon-W 387,000 748,000 577,000 577,000 553,000

Z 0,88 0,114 0,111 0,111 0,361

Asymptotische

Signifikanz 0,930 0,909 0,912 0,912 0,718

(2-seitig)

Tabelle 20: Gruppenvariablen Chemotherapie undd?@tiemotherapie (CT und RCT)

Fur HSP-47 und HSP-90 schien sich im Vergleichkamtrollgruppe eine hbhere Expression in

den Proben unter Chemotherapie (Gruppe 2) anzudeute

Zusammenfassend konnte an den vorliegenden Ergelonzsir HSP-70 und HSP-90 Expression

an BALF-Zellen lediglich tendenziell eine vermeh#SP-47 und HSP-90 Expression unter

Chemotherapie abgelesen werden. Im Mann-Whitnaykesite kein signifikanter Unterschied

in der Expression der untersuchten HSP- Familierden verschiedenen Patientengruppen

ermittelt werden.
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6. Diskussion

Das Bronchialkarzinom ist weltweit einer der hasfen malignen Tumoren. Die 5-Jahre-
Uberlebensrate hat sich in den letzten Jahren magentlich erhoht. Dies liegt nich selten an der
Effektivitat der Strahlen- und Chemotherapie, ai# aufgrund von Nebenwirkungen
eingeschrankt ist. Unter dieser Therapie sind reakt Sauerstoffspezies die entscheidenden
Faktoren der pulmonalen ToxizitatDabei werden Entzindungskaskaden, wie die
Zytokinkaskade, die auch nach langerer Zeit naclen@hherapie oder Strahlentherapie,
nachweisbar sind. Neben den Zytokinen, Wachsturtwiak und Bindegewebsproteinen werden
dabei auch die sog. Hitzeschockproteine exprim(i@ginert 2000). Sowohl nach pulmonaler
Strahlentherapie als auch nach systemischer Chenagile ist auch eine erhdhte Expression von
HSP in der Lunge beobachtet worden, die die Zellen letalen Folgen der konsekutiven
Stresseinwirkung schitzen und die Faltung natiwed denaturierter Proteine unterstitzen
(Hettinga 1996). Karzinomzellen sind naturgeméaltidutie schnelle Zellproliferation, Hypoxie
und rdumliche Einschrankung in einer potentiellabelichen Umgebung mit Angriffen der
Immunabwehr gestresst. Ein wesentliches Charatikenis von Tumorzellen ist jedoch ihre
Resistenz gegentber dem sogenannten programmigztibod (Apoptose). Deshalb macht die
Fahigkeit der Hitzeschockproteine, Zellen vor Amsat zu schitzen, sie im Rahmen der
Karzinomforschung erneut interessant (Nylandsteal.e2000). Bisher ist es jedoch noch nicht
ganz geklart, welche dominierende Rolle die Hithes&proteine vor allem bei Tumorzellen
spielen. Ziel diese Arbeit war das Verhalten detzéichockproteine in der Funktion des
Zellschutzes im Rahmen der Stresseinwirkung abenr auder Unterdriickung der Apoptose in
den Tumorzellen unter der Chemo- und Strahlentietzgs Bronchialkarzinom zu untersuchen.
Das Verstandnis Uber die Rolle der dabei in deeratur beschriebenen exprimierten

Hitzeschockproteine kénnte zur Verbesserung degraistik und Modulierung der Therapie bei
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Bronchialkarzinomen beitragen. Die vorliegende élrlbeinhaltet die systematische Analyse
von bronchoalveolaren Lavagen von Patienten mitgéschrittenem Bronchialkarzinom.

Insgesamt wurden 95 Lavageproben untersucht, diewner oder nach einer zytoreduktiven
Therapie standen, wobei 30 Proben unter Chemotieeuay 22 Proben unter oder nach Radio-
und/oder Chemotherapie gewonnen wurden. 43 Prala@mgen von Patienten, die zum Tell

lungenreseziert waren und sich in kompletter Reiomnsisefanden.

6.1 HSP-32 (Hamoxygenase-1)

Bisher existieren kaum Untersuchungen Uuber die é&sgion von HSP-32 in der
Bronchiallavage. Eving et al. konnten histochemiseine erhohte HSP-32 Expression
nachweisen, in dem sie bei den Mausen durch Hyperwod Endotoxine einen Lungenschaden
induzierten. In einer ahnlichen Arbeit konnten 8aund Rensing 1997 durch Hyperoxie einer
HO-1-Genexpression induzieren. Sie postulierterssddSP-32 eine Schlisselrolle bei der
Aufrechterhaltung der zellularen Homdostase spieleinigen Studien konnte gezeigt werden,
dass das Enzym ebenfalls eine Rolle bei Entstehwung Verlauf von malignen
Tumorerkrankungen spielDer Einfluss scheint dabei tumorspezifisch zu sein; Abhdngig vom
Erkrankungstyp kénnen tumorprotektive aber auclppsttive Eigenschaften vorliegen (Doi
1999, Fang 2004). In der vorliegenden Arbeit konnt® BAL-Proben auf HSP-32 untersucht
werden. Dabei zeigten sich entsprechend der Literbgicht erhdhte Expression bei allen
Patienten. Insbesondere unter der Chemotherapigenesich tendentiell héhere Werte als in
beiden anderen Gruppen. Dies liegt daran, dassaliniie meisten Patienten mit einer
Chemotherapie behandelt wurden und mdglicherweige oxidative Belastung dann am
hochsten ist. Unter weiteren Therapiezyklen kommtzar Toleranzentwicklung und
Abnahme des Ham-Katabolismus. Hier besteht auchvidiglichkeit mehrerer hintereinnader
geschalteter Regulationsmechanismen, abhéngig velityZ und Agens die HO-1-Induktion
unterschiedlich zu beeinflussen (Terry et al 1998). einer experimentellen Arbeit konnte
Zhang 2011 bei NSCLC Zelllinien (A549) durch inreitRadiation eine Uberexpression von
HO-1 feststellen und durch deren Hemmung mitteisk-Protoporphyrin 1X (Znpp) die
Radiosensitivitat erhoht werden kann. EntgegenediBehauptung hatte die Strahlentherapie in
unserer Arbeit keinen héheren Einfluss auf die Egpion. Im Laufe der Zeit scheint sich hier
auch eine Thermotoleranz zu entwickeln, die an Sismthese von mRNA und an ein

umschriebens Konditonierungsfenster gebunden isf3efdem spielt hier eine zeitliche und
48



quantitative Korrelation zwischen Zellstress undP-Expression (Maytin et al, 1995) eine
Rolle. Unsere Patienten fanden sich in unterscicieeih Behandlungsphasen und die meisten
hatten bereits eine vor einigen Wochen oder Modatehgefuhrte Chemotherapie hinter sich,
wo die HSP-Expression nachgelassen hatte. Derztigbét Zellstress unter Strahlenbehandlung
kann aufgrund der Toleranzentwicklung gegenuberdditess aber auch gegenluber andere
Reize (Kampinga et al, 1993) zu keiner weiteren rEsgion von HSP 32 fuhren. In der
Remissionphase scheint eine stady-state bzw. @ictgewicht zwischen den tumorptotektiven
und supportiven Eigenschaften dieser HSP, entspnecder Arbeit von Dou und Fang 2004,
erreicht zu sein. In einer ahnlichen Arbeit mit N&Cund hohen HSP-Konzentrationen wurde
eine schlechtere Prognose und hohere Metastassgaiagpostuliert und diese mit der
vermehrten Expression von EGFR, CD 147 und MMP-&t(M-Metallo-Proteinase) positiv
korrelierte und bei Down-Regulation von HSP 32 diggeder abnahmen (Tsai 2012). Wenn
man diese Up- und Down-Regulation der HSP-32-Exqowas vor Augen halt, dann ist es auch
in unserem Patientenkollektiv davon auszugehen,s dases zum einen durch die
Gruppeneinteilung (z.B. metastasierte Patientedefarsich in allen Gruppen) und im weiteren
Kranheitsverlauf (Toleranzentwicklung) zum Verluséser Korrelation kommt und die HSP-
Konzentrationen angleichen. Die fehlende Signifikaawischen allen drei Patientengruppen
unterstreicht auch in unserer Arbeit die Postutigrudass bei der HSP-32 Expression nicht um
eine akute Stressreaktion, sondern eher um eingedaanhaltende Stressantwort handelt
(Takahashi et al. 1997). Dabei scheint die Art 8gessnoxe und die Zeit der Exposition der
Zellen eine Rolle zu spielen. Takahashi et al. kemmachweisen, dass nach acht stindiger
Ozonexposition die HSP-32 Expression am héchstenumd dass sich die Werte nach 24
Stunden normalisierten. Im Gegensatz zu den obeanggen Beobachtungen stellten Cosma
und Mitarbeiter bei Ratten, die 6h Ozon ausgesetrien, keine Verdnderung der HSP 32
MRNA Expression im nicht-lavagiertem Gesamtlungevedee fest (Cosma et al. 1992). Diese
ist moglicherweise dadurch zu erklaren, dass fhigarigere Ozonkonzentrationen und kirzere
Expositionsdauer angewendet wurden. Fang et ahtkanbei HO-1-defizienten Mausen eine
signifikante Erhohung der Empfindlichkeit gegenuli&ewebeverletzung nachweisen. Nach
Induktion von HO-1 Expression war das Gewebswachstangsamer. Die zytoprotektive
Wirkung der HO-1 scheint hauptsachlich eine Fumktder antiapoptotischen Wirkung des
Enzyms zu sein. In dieser Studie wird angenommass dlie antiapoptotischen Wirkung der

HO-1 durch mehrere Mechanismen: (a) verringerteazalulare prooxidative Ebenen, (b)
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erhohte Bilirubin, und (c) erhdhte CO-Produktionezllaren ist. CO kann eine anti-apoptotische
Wirkung durch Hemmung sowohl der Expression von @88 auch der Freisetzung von
mitochondrialen Cytochrom C erzielen (Fang et 804). In einigen Studien konnte gezeigt
werden, dass das Enzym ebenfalls eine Rolle best&ning und Verlauf von malignen
Tumorerkrankungen spielDoi und Mitarbeiter fanden in einer Studie, wo siperimentell
solide Tumoren durch Nitric-Oxid und Ischamie sites, dass HO-1 Expression nur in den
Tumorzellen erhoht, aber nicht in den Makrophagboi (et al 1999). Es ist auch hier zu
vermuten, dass die fehlenden HSP-32 ExpressioennMikrophagen maglicherweise nicht die
korrekte Konzentration in der Bronchiallavage wisgéegelt. In einer anderen Arbeit
untersuchten Boschetto et al 2008 die ExpressianH@moxygenase immunhistochemisch in
Tumormakrophagen, tumofreienzellen und TumorzeleinNCSLC-Patienten. Im Gegensatz zu
0.g. Arbeit fanden sie, dass die Expression in Taelen niedriger war als in den tumorfreien
Zellen und dass es kein Zusammenhang zwischenlideck-pathologischen Merkmalen und
des Gesamtiiberlebens gab. Mdglicherweise beeitijgohhier die Makrophagen die HO-
induizierten oxidativen Abwehrmechanismen. Ahnlict diesen Ergebnissen fanden Amir Bar-
Shai et al 2012 niedrige HO-Spiegel und eine negdforrelation zwischen Tumorstadium und
HO-Aktivitat. Sie gehen hier von einer defekten gfybotektion aus. Also es spielen dabei
mehrere Faktoren eine Rolle. Verschiedene Antiodida und chemische und physikalische
Agenten modulieren die HO-1-Expression. Mehreren8igolekile (zB Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen), Transkriptionsregulatoren (Aktorptotein-1, NF-E2-verwandten Faktor-2,
Hypoxia-inducible factor-1, Bach-1), sowie HO-1Rggion, beteiligen sich an der Regulation
der HO-1-Gens (Ryter und Choi, 2005). Mittels déitgszytometrischer Messungen der
Bronchiallavage scheint HSP-32 nicht zur Untersach der Therapieeffektivitat und
Krankheitsverlaufes geeignet zu sein. Mittels P@M histochemischer Methoden bleibt es
trotzdem als ein wichtiger vielversprechender Mauked vor allem ein Anti-Apoptose-Marker
in der Entwicklung neuer Krebstherapie, aus dendiiblerung, sich eine potente antikarzinogen

Strategie entwickeln kdnnte.
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6.2 HSP 47

HSP 47 spielt als Chaperon eine wichtige Rollean ohtrazellularen Prozessen der prokollagen
Molektle in verschiedenen Organen und ist sehrajmtkollagen-bindendes Stressprotein in
verschiedenen Geweben untersucht worden, insbesondeei inflammatorischen
Lungenerkrankungen, die mit fibrotischen Verandgameinhergehen. Das konnten Razzaque et
al 1998 immunhistochemisch im Lungengewebe vonpmigoien Patienten mit Lungenfibrose
bestatigen. In einer anderen Studie untersuchteigaka 2014 die HSP 47-Konzentrationen im
Serum von Patienten mit akuter interstieller Pnenigo organisierter Pneumonie und
idiopathischer Lungenfibrose. Er fand im Vergleimhh gesunden Probanden eine signifikante
Erhbhung von HSP 47-Konzentrationen nur im Serum Ratienten mit akuter interstieller
Pneumonie. Ahnliche Ergebnisse erzielte auch iereihnlichen Arbeit 2013 bei Patienten mit
idiopathischer Lungenfibrose. Er fand eine sigmifik hohere Expression im Serum von
Patienten mit akut exazerbierten als in der Grugee Patienten mit stabiler Lungenfibrose
(Kagugawa 2013). Dies unterstreicht die Hypothdass unter verschiedenen Bedingungen in
der akuten und in der chronischen Phase der Erurenkerschiedene Fibrosemechanismen
stattfinden. Uber die Expression der HSP 47 incléeslenen Lungentumoren ist wenig bekannt.
Michils et al untersuchten 2001 47 Resektate vonhtkleinzelligen Bronchialkarzinomen
immunhistochemisch und konnten nur eine erhéhterdsgon von HSP 60 und 70 aber keine
signifikante Erh6hung der Expression von kleingétgen HSP finden. In einer japanischen
Arbeit von Oka et al von 2001 wurde Gewebe von lamtigmoren auch immunhistochemisch
und mittels ELISA untersucht. Dort konnnte im Geggm zu der 0.g. Arbeit eine vermehrte
Expression von HSP 40 im Vergleich zu normalem langgwebe gefunden werden.
Gleichzeitig wurde im Serum dieser Patienten audhe ehohe Konzentration von
Autoantikorpern gegen diese HSP gefunden. Uber Ek@ression von HSP-47 in der
Bronchiallavage ist noch weniger bekannt. Wir fanééne Studie Uber ARDS-Patienten, bei
denen eine erhdhte HSP-47 Expression sowohl ilBAérals auch im Plasma im Vergleich zu
Patienten ohne ARDS gefunden wurde. Ein Untersadhielgér 90 Tages-Mortalitat im Gegensatz
zu anderen Hitzeschockproteinen (HSP 60, HSP 9@) &ch dort nicht (Lee et al. 2012). In
unserer Arbeit konnten 93 Lavageproben auf HSP-dférsucht werden. Entsprechend der
beschriebenen Literatur konnte zwar auch in derabaveine Expression dieses Proteins

gefunden werden, eine Signifikanz zwischen den érater Patienten in kompletter Remission
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und Patienten unter der Therapie fand sich nichs Bt moglicherweise dadurch zu erklaren,
dass das HSP-47 ein Akut-Phase-Protein ist und intankbeitsverlauf der
Kollagenisierungsprozess bereits stattgefunden Batgibt kaum Untersuchungen uber die
Expression von HSP 47 direkt in der Bronchiallavadee meisten Untersuchungen erfolgten
immunhistochemisch in vitro, RT-PCR oder an Tiesuehen (Razzaque 1998, Morino 1997,
Shii 2003, Hisatomi 2012). Kagugawa et al unterterclilas HSP47 im Patientenserum (2013),
wahrend andere Autoren es direkt im resezierten ofgewebe quantitativ histochemisch
untersuchten (Michils 2001). Selbst zur AnregungHi®P-47-Expression nutzte Hisatomi TGF-
B1 als Stimulation, damit er spater diese Aktivitdttels Pirfenidone inhibieren zu kénnen und
damit das Fibrosierungprozes zu blockieren. Sidtestefest, dass HSP 47 insbesondere in
Fibroblasten und Pneumozyten Typ Il vermehrt gebildird. Wie viele dieser Zellen bei
malignen Erkrankungen den Ventilationsraum erreictned damit ausreichend Material fur die
Bronchoalveolarlavage gewonnen werden kann, biafilein. Hier ist definitiv die BAL den
immunhisto-chemischen Methoden und der RT-PCR, dias Sensitivitat betrifft, deutlich
unterlegen. Es ist hier nicht nur die Strecke, die Fibroblasten und Pneumozyten vom
Interstitium bis zum Alveolarraum hinterlegen muf3esondern auch der zeitliche
Zusammenhang. Die Inkubation der Fibroblasten n@FIB1 (transforming growth factor)
erfolgte Uber 72 Stunden. Die hdchste Expressian M8P 47 fand zwischen 48-72 Stunden
statt. Danach konnte keine weitere Stimulation giestellt werden. Die intrazellulare
Proteinmodulation und die Prokollagensynthese deit aktiviert und die mesenchimale
Transition des Alveolarepithels hat bereits begon(Kimm 2006). Die Bestimmung des HSP
47 in der Bronchiallavage von Tumorpatienten eignet sich wrseErgebnissen nach,
maoglicherweise nur in der akuten Phase des irgieiKollagenisierungsprozesses. Aber im
Rahmen der fortgeschrittenen maligenen Erkrankaiigschon morphologisch imponierender
Fibrosierung, scheint HSP 47 keine wichtige Rollehmzu spielen. Mittels anderer sensitiverer
Methoden bleibt HSP 47 trotzdem als ein sehr wgehtiprognostischer und Fibrosemarker,
dessen Inhibierung zur Verzégerung und Ruckbilddeg fibrotischen Prozesses durch neue

antifibrotische Substanzen fiihren kann.
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6.3 HSP 60

Eine erhohte Expression dieser Proteinfamilie wusde normalen bronchial Epithelien und
Alveolarmakrophagen aber auch in verschiedeneplbgischen Typen des Bronchialkarzinoms
beobachtet (Ferm, Soderstrom, 1992). Auch Micldts al fanden, dass HSP 60 und
grof3gewichtigen Hitzeschockproteine beim NSCLCI nwenrt gebildet, wahrend die
kleingewichtigen HSP, wie HSP 27, nicht Uberexpeirt@n. In einer dhnlichen Arbeit mit Proben
eines Adenokarzinoms korrelierte die HSP-Expressignunabhéangiger prognostischer Faktor
mit dem krankheitsfreien Uberleben (Xu 2011).dém vorliegenden Arbeit konnte eine HSP-60
Expression in allen Patientengruppen nachgewiesgdem. Unter starkerem Stresseinfluss, wie
unter Strahlen- und Chemotherapie zeigte sich tarede eine niedrigere Konzentrationen in
der Bronchiallavage von Patienten unter Radio- Gheémotherapie. Das entspricht auch den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Capello. Sie wfrgh Bronchialbiopsien zwischen
rauchenden COPD- und Bronchialkarzinom-Patiented stellten fest, dass bei Karzinom-
Patienten niedrigere Konzentrationen von HSP 60bai COPD —Patienten ohne Tumor zu
finden sind. Wahrend in der meisten Literatur digetxpression mit einem besseren Patienten
outcam verbunden wurde, erklaren sie hier, das¥edeust von HSP 60 moglicherweise mit der
reduzierten anti-tumoralen Immunantwort gegen remuhe Zellen zu erklaren ist. Auf3erdem
konnte es sowohl eine pro- als auch eine antiapdpi Funktion haben, die der genetischen
Kontrolle untersteht (Capello et al 2006). Wu et l@schéaftigten sich auch mit der HSP-60-
Expression nach Ozonexposition und stellten fdags abhangig von der Dosis und der
Expositionszeit zu einer signifikanten Verminderuteg HSP-60 Expression in der Lunge kam.
Eine mdgliche Ursache des verminderten HSP 60 Neisles konnte in einer verminderten
Detektion durch Komplexbildung oder durch einen Bfauch des HSP 60 in einer
Stressreaktion liegen. Wood und Mitarbeiter untengen die HSP-60 bei Patienten nach
bronchiolitis obliterans nach LungentransplantatigBimschrankend muss jedoch gesagt werden,
dass in der Literatur kaum Messungen dieses Psotairder BALF von Bronchialkarzinom-
Patienten vorliegen. In den von uns untersuchtdremangruppen liel3 sich kein gerichteter
Zusammenhang zwischen HSP-60- Konzentrationen uRé€lio und zytoreduktiver Therapie
nachweisen. Moglicherweise ist das auch in ungeneeit dadurch zu erklaren, dass es initial zu

einer Uberexpression kommt und im Verlauf zur Zzaten Modulierung und Anpassung der
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HSP-Spiegel kommt. Die Tumorhistologie, das Tunamhistm sowie der Zeitpunkt der
durchgefuihrten Therapie sollten differenziertendetet werden. Ahnliche Ergebnisse zeigten
sich auch in der Arbeit von Michils. Sie untersacht Zelllysate von reseziertem
Lungenkarzinom mittels ELISA und Streptavidin-Befiechnologie und konnten keine
Korrelation zwischen erhohter HSP 60-ExpressionRirainose der Erkrankung finden (Michils
2001). Die o.g. Hypothesen bediirfen der Bestatigueigerer Studien. Trotzdem bleibt HSP 60
ein wichtiger Biomarker flir die Diagnose, Prognasel Management des Bronchialkarzinoms.
Ein besseres Verstandnis von HSP 60 auf molekul&tsene wéahrend der bronchialen

Karzinogenese wirde zuklnftig auch unsere theregoben Moglichkeiten erweitern.

6.4 HSP 70

Aufgrund der leichten Induzierbarkeit ist HSP 78eshaufig untersuchte HSP-Familie. Durch
die Regulierung der Proteinfaltung und Hemmung Besteindenaturierung schitzt sie als
Chaperon die Zellen von oxidativen Stress und ameigen Noxenexpositionen. Durch die
Apoptoseunterdriickung spielt sie aber auch einBegRolle fir das Uberleben von Tumorzellen
und Resistenzentwicklung gegentber ChemotheragleBastrahlung. Durch die Migration der
Zellen in den extrazellularen Raum und dadurchhteien Gewinnung der Zellen mittels
Bronchiallavage, ist die Bestimmung der HSP-Expoessdort eine sehr praktische und
hilsfreiche diagnostische Maoglichkeit. Durch dashédten der Hitzeschockproteine kénnten
maoglicherweise Rickschlisse auf den Krankheitswetad auf die Prognose gezogen werden.
Die meisten Untersuchungen tber HSP 70 sind histaith erfolgt. Es liegen kaum Arbeiten
vor, die die Expression von HSP 70 in der Brondénalge von Tumorpatienten untersuchten. In
unserer Arbeit konnten wir eine Expression von H®Pin der Bronchiallavagen aller drei
Gruppen nachweisen. Tendentiell war hier eine mede Expression in der Radio-
Chemotherapie Gruppe zu verzeichnen, eine statstisSignifikanz konnte jedoch nicht
abgelesen werden. Die Erklarung ist moglicherwdasn zu suchen, dass neben dem Zeitpunkt
der Zellexposition auch die Expositionsdauer dRofle spielen. Nach Hamilton handelt es
sich bei der HSP-Expression hier um eine schnefiigbare und kurzfristige Stressantwort.
Eine kurzeitige Ozonexpositionen loste eine HSP Ef0hung sowohl in lavagiertem
Gesamtlungengewebe und der BALF der Meerschweischals auch in humanen
Alveolarmakrophagen (Hamilton et al 1998) aus. D@amdelte es sich um eine Expositionszeit

von bis zu zwdlf Stunden. Wu et al. beobachteteré&ein vivo Exposition von Affen (0,98ppm
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Ozon fir 1d) einen Abfall dieses Stressproteinsttdlé Immun-histochemischer Farbung mit
spezifischen monoklonalen Antikdrpern wiesen siehn24sttindiger Exposition eine deutliche
Verminderung des HSP 70 nach (Wu et al. 1999). Bidarungen hier kbénnen in einem
vermehrten Proteinverbrauch wéhrend des akuteunlaedh Stresses und durch die Bindung der
geschadigten und entfalteten Proteine (Wong 1998)ies den Verlust der exprimierenden
Makrophagen mit dem Sekret und im Rahmen der néerdinden Lavagierung der Bronchien
liegen (Wu 1999). Die Arbeitsgruppe um Lee untenseicneben Cytokinen und Antioxidanten
die HSP-Expression in Plasma und BAL von ARDS- iMdht-ARDS-Patienten. Sie stellten
fest, dass es zwischen BALF und Plasma, unterdicthe Expressionen gibt. Sie fanden
signifikante Unterschiede in der Expression diederten inflammatorischen Materialien nur im
Plasma aber nicht in der BALF (Lee et al 2012). Qentust der Zellen durch das Sekret und im
Rahmen der Lavagierungen beeinflusst moglicherwaiseh unsere Ergebnisse. Ebenso ruft
auch die Y-Strahlung der Tumorzellen gegenteiligiele bezlglich der Expression beider
HSP-70-Formen hervor (Gehrmann 2005). In unsereeiwar untersuchungstechnisch nicht
maoglich zwischen der membrangebundenen und intwdéedn HSP-Form zu unterscheiden. Da
es eine Permeabilisation der Zellmembran mittelgsoBml6sung stattfand, handelt es sich in
unseren Proben Uberwiegend um intrazellulares HESPmuss auch erwahnt werde, dass die
Expression auch vom Tumortyp und Tumorstadium afigésein kann. Durch Differenzierung
von Subpopulationen mit strenger Kategorisierung dlemorstadiums, Tumortyps und der
Chemotherapie ware moglicherweise ein Unterschiedtzdistellen. Es ist auch zu
bertcksichtigen, dass durch die unterschiedlichemgriéfspunkte der Zytostatika auch
unterschiedliche Reaktionen hervorgerufen werdamcid z.B. Vincristin oder Paclitaxel wird
nicht nur die Menge an zytoplasmatischen, sondaeoh @ie an Membran-gebundenem Hsp70
erhoht. Im Gegensatz dazu beeinflussen DNA-interagde Zytostatika (Ifosfamid, Cytarabin)
weder die Menge an zytoplasmatischem noch Membeaovglenem Hsp70 (Gehrmann 2005).
Eine Uberexpression von HSP 70 konnte bei der Bilbag von humanen Leukamiezelllinien
nur durch Vincristin  und Paclitaxel nachgewiesen rdea, wahrend die anderen
Chemotherapeutika wie Carboplatin, Citarabin, Dakarin und Ifosfamid die HSP 70-
Expression nicht beeinflussten (Botzler 1997, Maift 2002). In einer japanischen Studie war
die HSP-70 Expression bei vielen aber nicht beemaINSCLC-Patienten erhdht. Unter
platinbasierter adjuvanter Chemotherapie hatteezrege HSP-70-positive Patienten sogar ein

besseres Outcome als die Patienten, die nicht raigten (Tai Sun, 2014). Die HSP-70
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Expression ist auch in unserer Arbeit entsprechen rdeisten Literatur erhoht, aber ein
gerichteter Zusammenhang zwischen HSP-70- Konzentesn unter Radio und zytoreduktiver
Therapie lie3 sich aufgrund der o0.g. Aussagen melchweisen. HSP 70 bleibt weiterhin ein
wichtiger Biomarker, der eine wichtige Rolle voteah in der Zellproliferation des NSCLC

spielt und deren Inhibierung zur Entwicklung neliberapiestrategien beitragen wird (Wenn et
al 2014).

6.5 HSP 90

Eine besondere Rolle wird diesem Protein bei dendmroliferation, Apoptoseunterdriickung
und Metastasierung insbesondere bei NSCLC zugebsni Die Blockade dieses Proteins
durch HSP-90-Inhibitoren als Monotherapie oder ontbination mit Ganatespib fuhrte zu einer
deutlichen Tumorregression (Pillai 2014). Hashitdalekonnten bei den NSCLC-Tumoren mit
erworbener Resistenz gegen EGFR-Tyrosinkinase4ibohd@m nachweisen, dass die Sensitivitat
der Strahlentherapie in Kombination mit dem ned&#P-90-Inhibitor (NVP-AUY 922) erhoht
werden kann (Hashida et al 2015). In unserem Rah&npllektiv konnte eine erhdhte HSP-90-
Expression in der BALF aller Tumorpatienten gefuneeerden. Tendentiell war auch hier eine
hohere Expression in der Chemotherapiegruppe f&siien, wie in einer Arbeit von Beinert et
al 2000 vorbeschrieben. Entsprechend der kleindlzafiten lielRen sich im Gegensatz zu der
Arbeit von Shi und Liu keine signifikanten Zusammhénge feststellen. Sie konnten héhere
Plasmawerte von HSP 90 bei Patienten mit Broncaralkom unter der Chemotherapie als bei
Patienten in partieller Remission feststellen. Rptspricht auch der gegenwartigen Literatur, in
der erhdhte Expressionen dieses Proteins mit ddleless Prognose verbunden sind. Darauf
zielen auch die neuen Therapieansétze, die Expreséses Proteins zu hemmen (Shi 20014,
Liu 2014, Rong 2012, Biaoxu 2012, Pillai 2014 unasHKida 2015). Einige wichtige Punkte sind
hier zu berucksichtigen: Zum einen handelt es sigm einen unterschiedlichen
Untersuchungsmedium und es wird vermutet, dass AbLFBim Gegensatz zu Plasma zu
vermehrtem Verlust von HSP-90 exprimierenden Makegen durch Sekret und
Bronchiallavagen kommt (Wu 1999). Lee et al fandere erhohte HSP 90-Expression nur im
Plasma der ARDS-Patienten, aber nicht in der BARBEi einer relativ kleinen Fallzahl und
gerade in der Radio- und Chemotherapiegruppe 2nRr@ben ist moglicherweise nur ein Trend

aber keine Signifikanz zu sehen. Aul3erdem muss rwmetfiicksichtigt werden, dass die
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Kontrollgruppe aus einem Patientenkollektiv bestabei denen die Operation und die
Strahlentherapie Monate bis Jahre zurlcklag und PBetienten entweder nur zur
Routinekontrolle oder wie damals noch Ublich war Planung einer postoperativen Radiatio
erschienen. Es muss hier, obwohl es klinisch unchgdafunktionanalytisch keine
Verschlechterung vorlag, von weiterer Krankheitgpession auf zellularer Ebene ausgegangen
werden, so dass eine strenge Differenzierung zweisétatientengruppen schwierig bleibt. Durch
nicht bekannte Pathomechanismen kommt es auchneu mitglichen Beeinflussung selbst der
Expression, die zu unterschiedlich messbaren Ergstm fihren. Auch die
Resistenzentwicklung gegentuber der zytostatischegrapie hangt zum Teil selbst von der
Substanz ab, wie sie die HSP-Expression beeinfi@istca 2005). Unter der multimodalen und
Polychemotherapie kommt es durch die Zusammenwgdmn auf zellularer Ebene
maoglicherweise auf einer Seite zur Aktivierung, def anderen Seite zur Hemmung der HSP-
Expression. Es ist nicht klar, ob andere sekund&r&rankungen, wie Hypertonus, koronare
Herzerkrankung, Leber- und fibrosierende Erkraniemngnd Wundheilungsstérungen eine Rolle
spielen. Ein weiterer zu eroternder Punkt ist eassdgezielt nach dem Zeitpunkt der
Tumorausbreitung und nach histologischem Tumortyfferdnziert werden sollte, um die
spezifische Rolle der Hitzeschockproteine nachzsevei Diese wird zusatzlich auch durch die
Expression auch zum Teil bei Gesunden und im n@malungengewebe erschwert.
Andererseits besteht eine hohe Sensibilitat und eiedrige Spezifitdt der Expression dieser
zum Teil ubiquitar vorkommenden Proteine. Eine btaExpression wurde oft mit septischen
und inflammatorischen Konstellationen in Verbindurggbracht, wobei die HSP die
Immunantwort stérken und die verschiedenen Zeliebcdhutz nehmen. Bei Tumorerkrankungen
sind die Literaturangaben Uber die HSP untersdctedind zum Teil widerspriuchlich. Heute
wissen wir, dass die erhohte Expression von HSRPr@0schlechterem Patienten outcome
korreliert (Solit 2006, Rong 2012) und prakliniscBaudien laufen, die die Wirksamkeit der
HSP-90 Inhibitoren untersuchen (Pillai 2014, HaaH015). Insgesamt weisen die vorliegenden
Ergebnisse auch in der BALF von Patienten mit Biakhrzinom auf eine Expression der
Hitzeschockproteine hin. Diese Arbeit zeigt das BAunter differenzierten Bedingungen,
obwohl weniger sensitiv, genauso wie Serum und r@ndiéaterialien zur Untersuchung von

Hitzeschockproteinen genutzt werden kann.
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7 Zusammenfassung

Hitzeschockproteine sind kleine konservierte Pragidie unter zellularem Stress vermehrt
exprimiert werden. Sowohl nach pulmonaler Stralhlerapie, als auch nach systemischer
Chemotherapie, ist eine erhdhte Expression vonebittzockproteinen auch in der Lunge
beobachtet worden. lhnen werden unterschiedlichektianen zugesprochen, sowohl der
Protektion und Immunstimulation als auch der aptgischen Wirkung in den entarteten
Zellen. Durch durchflusszytometrische Messungen RigkL-Zellen sollten die Fragen geklart

werden, ob durch das HSP-Expressionsverhalten einBdonchiallavage von Tumorpatienten
Ruckschlisse auf den Krankheitsverlauf durch Scligr gesunden Zellen von oxidativen
Lungenschaden und durch Unterdrickung der Apoptosien maligne Zellen gezogen werden
kbnnen? Im Rahmen dieser Arbeit wurden systemat&ghbronchoalveolar Lavagen bei

Patienten mit Bronchialkarzinom analysiert und dabe Expression der Hitzeschockproteine
durchflusszytometrisch gemessen. Es wurden insgefarh Proteinfamilien untersucht: HSP

32, HSP 47, HSP 60, HSP 70 und HSP 90. Die Patisteden entsprechend der zellularen
Belastung in 3 Gruppen unterteilt. Der ersten Geyplie als Kontrollgruppe fungierenen sollte,
wurden Patienten, die erfolgreich therapiert wamead sich in kompletter Remission befanden
zugeordnet. Die zweite Gruppe fasste die Patiemtesammen, die sich in aktiver Therapie
befanden und zwar in verschiedenen Zyklen der Chwrapie. Der dritten Gruppe wurden

Patienten zugeordnet, die kombiniert mit Chemo- Gmchhlentherapie behandelt wurden. Zu
Beginn dieser Arbeit waren wenig Uber Untersuclemnger HSP in der Bronchiallavage

bekannt. Zunachst konnte gezeigt werden, dass rdecBiallavage zur Untersuchung von HSP
geeignet ist. In der Bronchiallavage von Tumorpaéa konnten HSP-Expression von HSP-32,
HSP-47, HSP-60, HSP-70 und HSP-90 gefunden werderar ist die Zytokinkaskade mit

Beteiligung der HSP noch Monate nach erfolgter @pier aktiviert, ihre groRere Rolicheinen sie
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eher am Anfang dieser Kaskade zu spielen. In umsdtatientenkollektiv konnterediglich
qualitative aber keinguantitiven Unterschiede in der HSP-Expression aeltet werden. Die
vorliegende Arbeit zeigt das BAL ein gutes Untehlsugysmedium ist und sollte als Basis zur
weiteren Untersuchungen Uber HSP unter differeteziem Bedingungen, z.B. Zeitpunkt der
BAL-Entnahmen, einheitliche Tumorhistologie und argiduktive Therapie, Strahlungsdosis,
etc. angesehenZusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass durchiltmaetrisch kein
gerichteter Zusammenhang zwischen der HSP-Expressio unserem Patientenkollektiv
nachweisen lasst. FiUr qualitative und quantitathealysen sind Untersuchungen durch
amplifizierbare mRNA-Isolierung in der BAL mogliciveeise sensitiver. Es ist definitiv
sinnvoll, bei einem gréReren Patientenkollektiv uhdch zwei vergleichende Methoden wie
PCR und Durchflusszytometrie, weitere Untersuchangkirchzufiihren. Ein besonderer
Augenmerk sollte auf die Expression von HSP 90, H8Rnd HSP-32 geworfen werden, deren

Blockade moglicherweise die Prognose des Broncimzikoms verbessern wird.
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